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RESUMEN DE ABREVIATURAS 
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ADN Ácido desoxirribonucleico Dvl Dishevelled 
Akt/PKB Proteína quinasa B 
(Protein     kinase B) 
Fz Frizzled 
aNPCs Células progenitoras 
neurales adultas  
(Adult neural progenitor 
cells) 
GBP Proteína de unión a GSK-3 
(GSK-3-binding protein) 
APC Adenomatous polyposis coli GFAP Proteína glial fibrilar 
acídica  
(Glial fibrillary acidic protein) 
ARNm Ácido ribonucleico 
mensajero 
GMPc Guanosín monofosfato 
cíclico 
ATP Adenosina trifosfato, 
(Adenosine triphosphate) 
GRPs Precursores gliales 
restringidos 
(Glial restricted precursors) 




hpi Horas post-lesión 
(hours post-injury) 




CAMs Moléculas de adhesión 
celular  
(Cell adhesion molecules) 
iNOS Óxido nítrico sintasa 
inducible 
(inducible nitric oxide 
synthase) 
CK Casein quinasa 
(Casein kinase) 




CRD Dominio rico en cisteínas 
(Cysteine rich domain) 
Krm Kremen 




Lef Lymphoid enhancer factor 
Dkk Dickkopf LM Lesión medular 
dpi Días post-lesión 
(days post-injury) 
LRP Low-density lipoprotein 
receptor – related protein 
 
 








PCP Planar cell polarity 
MAPK Mitogen-activated protein 
kinase 
PDGFRα Factor de crecimiento 
derivado de plaquetas α 
(Platelet-derived growth 
factor receptor α) 




MSCs Células madre 
mesenquimales 
(Mesenchymal stem cells) 
PKC Proteína quinasa C 
(Protein kinase C) 
NFAT Nuclear factor of activated T-
cells 
PLC Fosfolipasa C 
(Phospholipase C) 
NG2 Neuron-glial antigen 2 PP1 Proteína fosfatasa 1 
(Protein phosphatase 1) 
NMDA N-metil-D-aspartato 
(N-Methyl-D-aspartate) 
PP2A Proteína fosfatasa 2A 
(Protein phosphatase 2A) 
NRPs Precursores neurales 
restringidos 
(Neural restricted precursors) 
ROCK Rho-associated protein kinase 
NSPCs Células madre / 
progenitores neurales 
(Neural stem/progenitor cells) 
Ror Tyrosine kinase-like orphan 
receptor 
OECs Células de la glía 
envolvente olfativa 
(Olfactory ensheathing cells) 
ROS Especies reactivas de 
oxígeno 
(Reactive oxygen species) 
OH- Radical hidroxilo RT-qPCR PCR cuantitativa en 
tiempo real 
(Quantitative Real Time 
Polymerase chain reaction) 
OMgp Glicoproteína de la mielina 
de los oligodendrocitos 
(Oligodendrocyte myelin 
glycoprotein) 
Ryk Receptor-like tyrosine kinase 
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ONOO- Peroxinitrito sFRP secreted Frizzled-related 
protein 
SNC Sistema nervioso central   
SVZ Zona subventricular 
(Subventricular zone) 
  
Tcf T-cell factor   





TNFα Factor de necrosis tumoral 
(Tumor necrosis factor 
alpha) 
  
UTR Región no transducida 
(Untranslated región) 
  
Wif-1 Wnt inhibitory factor 1   
Wg Wingless   
    
















CHARACTERIZATION OF THE WNT FAMILY OF PROTEINS 
EXPRESSION PATTERN AFTER SPINAL CORD INJURY 
INTRODUCTION 
 Damage to the central nervous system (CNS) can be induced 
by different causes, including stroke, tumours, infections, 
neurodegenerative diseases and traumatic injuries. Unfortunately, 
the ability of CNS to regenerate the damaged axons and replace 
those affected neurons is very limited, leading to a restricted 
functional recovery capacity. Traumatic spinal cord injury (SCI) is a 
devastating pathology that induces permanent functional sequelae. 
The patophysiological progression of SCI is characterized by a 
biphasic temporal pattern, which begins with the induction of the 
primary lesion, usually due to the mechanical forces of trauma, that 
lead to the breakage of axons, blood vessels and cell membranes. 
Subsequently, this primary injury triggers a  degeneration wave that 
affects the preserved adjacent tissue and results in the secondary 
injury phase that, in turn, is characterized by different biological 
processes including hypoxia-ischemia, oxidative stress, 
inflammatory response, electrolyte imbalance and excitotoxicity, 
necrosis/apoptosis and glial scar formation. 
 The scientific community have tried to compensate the 
limited spontaneous repair capacity of the CNS with different 
therapeutic interventions that generally aimed to increase the 
viability of affected neurons, activate endogenous repair 
mechanisms, inhibit harmful biological processes and replace those 
neural cells that were lost during the injury progression. However, 




the treatment of SCI. Therefore, is crucial to achieve a better 
understanding of the different factors that govern this complex 
biological scenario, as well as their specific mechanisms of action. In 
this sense, recent lines of evidence have demonstrated the 
involvement of the Wnt family proteins in many of the cellular and 
molecular processes that characterize the progression of different 
CNS pathologies, including SCI. 
 Specifically, this family of proteins constitute a highly 
conserved family during evolution, which was originally identified 
in genetic and developmental studies. Wnt ligands are a family of 
hydrophobic secreted glycoproteins, composed by 19 members. The 
signal transduction is mediated by the binding of Wnt ligands to 
different receptors, like Fz receptors, LRP5/6 co-receptors, Ryk and 
Ror1/2. Briefly, Wnt proteins can modulate, at least, three different 
signaling pathways: the canonical/β-catenin and the non-canonical 
Wnt/Ca2+ and PCP pathways. Moreover, there are different 
regulatory mechanisms for the Wnt-mediated signaling, including 
different extracellular antagonists, such as sFRPs, Dkks or Wif-1. 
 Interestingly, it has been demonstrated that the Wnt family 
of proteins is not only critically involved in CNS  development, but 
also in adult CNS physiology, when their different components are 
able to regulate biological processes like neurogenesis, synaptic 
physiology or blood brain barrier maintenance. In addition, 
increasing experimental evidence is clearly pointing to a noteworthy 
association between the existence of alterations in Wnt signaling 
pathways and the appearance and/or progression of different 




Huntington, amyotrophic lateral sclerosis and traumatic SCI, where 
this family of proteins is able to modulate many pivotal processes 
that are common for these and even other neuropathologies. 
 Altogether, these experimental observations strongly 
support that this family of proteins would be an excellent candidate 
in order to develop new therapies that, based on its modulation, 
could be able to influence the multiple pathophysiological events 
associated with this kind of injuries. Nevertheless, our knowledge 
about the putative functions exerted by the Wnt family proteins in 
this neuropathological conditions, which is absolutely necessary to 
develop safe and effective Wnt-based therapeutic approaches, is still 
scarce. 
AIMS 
 The general aim of this thesis is the characterization of the 
expression pattern of the different members involved in Wnt 
signaling pathways in the intact adult spinal cord, and its putative 
temporal modulation over time after an experimental SCI, in order 
to generate an essential knowledge that could lead to the 
development of new therapies for the treatment of SCI and, by 
extension, other CNS diseases with shared underlying mechanisIn 
detail, the specific objectives are: 1) to analyse the mRNA expression 
patterns of the different known Wnt ligands, intracellular mediators 
and soluble inhibitors in the intact adult rat spinal cord, and their 
temporal modulation in a contusive SCI model; 2) to evaluate the 
activation of canonical Wnt signaling pathway in the intact adult rat 




contusive SCI; 3) to analyse the mRNA and protein expression 
patterns for the different Fz receptors both in the uninjured spinal 
cord of adult rats, as well as in a model of spinal cord contusion, 
with special focus on the cellular expression pattern of Fz5; 4) to 
analyse the mRNA expression pattern of Wnt ligands, Fz receptors, 
co-receptors, soluble inhibitors and intracellular mediators in the 
uninjured spinal cord of adult mice, and its temporal modulation 
after the induction of a dorsal hemisection in the spinal cord, and 5) 
to determine specifically which cell types express Fz1 and Fz4 
receptors in the uninjured spinal cord of adult mice, as well as the 
potential changes in their cellular expression patterns after the 
induction of a dorsal spinal cord hemisection. 
RESULTS 
 Regarding the specific objectives 1 and 2, by using RT-qPCR 
analysis, we demonstrated that the mRNAs encoding most Wnt 
ligands and soluble inhibitors are constitutively expressed in the 
intact adult spinal cord, and that contusive SCI induces time-
dependent variations in these parameters, showing different 
patterns that allow us to distinguish between what we have named 
“early induction ligands” (between 6 hpi and 3 dpi, like Wnt1, 2a, 
2b, 7b, 10b, 15), “late induction ligands” (from 3 to 28 dpi, like Wnt4, 
5a, 5b, 6, 9), and ligands whose expression levels were reduced after 
injury at all evaluated time points (like Wnt7a y 10a). We also 
observed a narrow peak in the expression of soluble Wnt inhibitors 
(sFRPs and Dkks) between 1 and 3 dpi. Finally, we demonstrated 
that canonical Wnt signaling is active in the uninjured adult spinal 




and β-catenin (the latter with a striking vascular profile) in the grey 
matter. After injury, we observed an increase in the Dvl-3 
phosphorylated form at 7dpi by western blot analysis, and we also 
detected active forms of β-catenin and LRP6 in cells located in the 
white matter surrounding the lesion epicentre, suggesting a 
potential role of the canonical signaling pathway in the tissue 
response against damage.
 As previously stated, in the third specific objective we aimed 
to unravel the mRNA and protein expression patterns of Fz 
receptors, by using RT-qPCR and single and double 
immunohistochemistry respectively, both in the uninjured spinal 
cord and after contusive SCI in adult rats. Our results showed that 
almost all of the 10 known Fz receptors (specifically Fz2, 4, 5, 7, 8, 9 
and 10) were expressed in the uninjured spinal cord, and their 
mRNA expression patterns were altered due to the lesion. In 
addition, we analysed the protein expression patterns of these 
receptors, and we confirmed their presence in the uninjured and 
damaged tissue, and the spatio-temporal changes triggered by the 
lesion. Then, we examined the cellular expression pattern of Fz5, as 
representative receptor. In the uninjured spinal cord, this receptor 
was expressed in neurons, oligodendrocytes, astrocytes, microglia 
and NG2 glial precursors. After injury and beyond its expression in 
the previously detailed cell types, we observed de novo expression of 
this receptor in axons at all evaluated time points, and in reactive 
microglia/macrophages from 3 to 14 dpi in the lesion epicentre. 
 Finally and regarding the specific objectives 4 and 5, we 




that the Wnt family transcriptome is  expressed in the spinal cord of 
adult mice and is differentially modulated after injury. More 
specifically, under physiological conditions, the mRNAs of most 
Wnt ligands, receptors, co-receptors, inhibitors and intracellular 
modulators are constitutively expressed in the adult mice spinal 
cord. After injury, we found significant time-dependent variations, 
with a prominent upregulation of Wif-1 and a general 
downregulation of most ligands, receptors and modulators. 
Immunohistochemistry against Fz1 and Fz4, as representatives of 
late and acute upregulated receptors, showed a differential 
expression in the uninjured spinal cord. Whereas Fz1 is expressed 
by neurons and oligodendrocytes, Fz4 was found only in astrocytes. 
After injury, both receptors were maintained in the same type of 
cells. At last, by using BATgal reporter mice, our results revealed 
active β-catenin signaling in dorsal horns neurons and in cells of the 
central canal of uninjured spinal cords, and we did not detect any 
changes in the activation after the lesion.
CONCLUSIONS 
 The conclusions of the present thesis are outlined below: 1) 
the mRNAs encoding for the Wnt family proteins, together with 
most of the Wnt receptors, co-receptors, inhibitors and intracellular 
modulators are physiologically expressed in the spinal cord of adult 
rats and mice; 2) SCI induces a drastic and time-dependent change 
in the physiological pattern of mRNA expression of most of these 
molecules; 3) the canonical/β-catenin pathway is active in the adult 
spinal cord under physiological conditions, as demonstrated by the 




matter of the adult intact spinal cord, or by the presence of β-
galactosidase positive cells in the spinal cord of the adult BATgal 
transgenic mice; 4) SCI in the rat leads to the activation of the 
canonical pathway, as we may infer from the increase in the Dvl-3 
phosphorylated form and the detection of the active forms of β-
catenin and LRP6 in cells located in the white matter surrounding 
the lesion epicentre; 5) the spatio-temporal expression of Fz 
receptors at the protein level is also altered due to the SCI 
progression ; 6) Fz1, Fz4 and Fz5 receptors are expressed by different 
cell types in the uninjured adult spinal cord. More specifically, Fz1 
was found in neurons and oligodendrocytes, while Fz4 expression 
was restricted to astrocytes in the adult mice spinal cord. 
Furthermore, Fz5 was detected in neurons, oligodendrocytes, 
quiescent microglia, astrocytes and NG2 glial precursors in the adult 
rat spinal cord; and 7) Fz5 cellular expression pattern changed after 
contusive SCI, being observed in oligodendrocytes, reactive 








































1. LA LESIÓN DE LA MÉDULA ESPINAL 
1.1. EPIDEMIOLOGÍA Y ETIOLOGÍA DE LA LESIÓN 
MEDULAR 
 La afectación o daño del sistema nervioso central (SNC) 
puede estar provocado por trastornos de etiología diversa, entre los 
que se incluyen el derrame cerebral, diferentes procesos tumorales, 
infecciones, enfermedades neurodegenerativas o lesiones 
traumáticas. Desafortunadamente, el SNC posee una capacidad 
muy limitada para regenerar axones dañados y reemplazar las 
neuronas afectadas, lo que deriva en último término en una escasa 
capacidad de recuperación funcional. Como resultado, estas lesiones 
dan lugar a una pérdida permanente de la función motora, sensitiva 
y autonómica. En base a todo lo anterior, gran parte de la 
investigación de la neurociencia básica correspondiente a las 
lesiones del SNC se centra en el estudio de los mecanismos que 
subyacen al desarrollo del proceso lesivo, con el objetivo de activar 
o potenciar los sistemas de reparación innatos del propio SNC y de 
contrarrestar aquellos procesos que ejercen un efecto deletéreo, 
favoreciendo así la recuperación funcional. 
 La lesión medular (LM) traumática es una enfermedad 
devastadora con secuelas funcionales permanentes que supone un 
importante impacto social y económico (Sekhon and Fehlings, 2001; 
Ackery et al., 2004). Junto con la pérdida de movilidad y sensibilidad 
por debajo de la lesión, la LM deriva frecuentemente en la aparición 
de efectos secundarios que afectan negativamente a la calidad de 




caso de lesiones torácicas altas, disfunción autonómica (Anderson, 
2004; Nakae et al., 2011; Rabchevsky and Kitzman, 2011). Por lo 
tanto, el conocimiento sobre la incidencia, la prevalencia y las 
consecuencias clínicas de esta patología es esencial para la correcta 
planificación de los tratamientos, cuidados y requerimientos de este 




Figura 1. Etiología de las lesiones medulares. Diagrama obtenido del Centro de 
Estadísticas Nacionales de Lesiones de Médula Espinal (NSCISC), Birmingham, 
Alabama, correspondiente al periodo de tiempo comprendido entre el año 2010 y el 
2013 (https://www.nscisc.uab.edu/). 
 Etiológicamente, existen grandes variaciones en cuanto a la 
incidencia, la prevalencia, la distribución por género y el mecanismo 
y/o nivel de lesión en las diferentes partes del mundo. En los países 
desarrollados, la LM presenta una incidencia anual que varía entre 
11,5 y 53,4 casos por millón de habitantes, y  entre sus principales 
causas se incluyen desde accidentes de tráfico y acciones violentas, 
hasta actividades deportivas y recreativas o relacionadas con el 
trabajo (Figura 1) (Sekhon and Fehlings, 2001). Sin embargo, 
independientemente de cuál sea el origen del daño, alrededor del 
14% de las lesiones medulares conllevan una afectación seria de la 




región cervical, un 35% en la región toracolumbar, un 10% en la 
región torácica y sólo un 3% en la región lumbar (McLeod, 2004). 
 El déficit funcional ocasionado por la LM depende del nivel 
medular afectado, por lo que la clasificación exacta es esencial para 
determinar la severidad del daño, el pronóstico, el plan de 
rehabilitación y los beneficios de una posible intervención 
quirúrgica (Ditunno et al., 1994; Maynard et al., 1997; Harkey et al., 
2003). En este sentido, existen diversas escalas para valorar el nivel 
medular y el grado de afectación neurológico ocasionado por una 
LM, siendo la más empleada a nivel mundial la desarrollada por la 
Asociación Americana para la Lesión Medular (American Spinal 
Injury Association (ASIA)), que establece una clasificación de la 
severidad de la lesión de acuerdo a cinco grados determinados por 
la ausencia o preservación de la función motora y sensitiva (Ditunno 
et al., 1994). 
1.2. MODELOS EXPERIMENTALES PARA EL ESTUDIO DE LA 
LESIÓN MEDULAR 
 La necesidad de comprender mejor la fisiopatología de la LM 
traumática, unido al hecho de poder evaluar las posibles terapias 
aplicables a la misma, ha derivado en el desarrollo y 
perfeccionamiento de diferentes modelos animales experimentales, 
en los que poder explorar desde el punto de vista de la investigación 
básica la complejidad de esta patología. En este sentido, la mayor 
parte de la investigación básica se lleva a cabo en modelos de 
roedores, que mimetizan en parte los procesos fisiopatológicos que 




estudios muestran como la médula espinal de los roedores responde 
de forma similar a la de los humanos frente a la lesión (Ma et al., 
2001), es evidente que existen diferencias en estas respuestas entre 
especies, e incluso entre cepas de una misma especie (Sroga et al., 
2003; Byrnes et al., 2010). 
 El modelo animal experimental seleccionado depende en 
gran medida de la hipótesis a probar. En base a esto, para el estudio 
de estrategias neuroprotectoras se emplea generalmente la LM 
traumática inducida por contusión o por compresión, mientras que 
para estudios sobre regeneración axonal o análisis de funciones 
neurales específicas se suelen emplear modelos experimentales que 
implican una transección completa de los tractos medulares, o bien 
parcial o incompleta, cuando sólo afecta a algunos tractos 
medulares. Resumiendo brevemente, los modelos de lesión más 
utilizados son: 
 Contusión: Es uno de los modelos más utilizados, puesto 
que se trata de una de las lesiones más observadas en los 
seres humanos. Fue descrito por primera vez por Reginald 
Allen en 1911 (Allen, 1911), y en la actualidad se han 
desarrollado dispositivos controlados por ordenador que 
permiten aplicar un impacto controlado sobre la médula 
espinal expuesta, originando una evolución neuropatológica 
que simula de forma razonable lo que ocurre en las lesiones 
humanas, lo que proporciona un marco adecuado para 
evaluar estrategias neuroprotectoras en la fase aguda, 




regenerativas en las fases subaguda y crónica de la lesión. 
Uno de estos dispositivos, utilizado en el presente trabajo de 
tesis doctoral, es el denominado Infinite Horizon Impactor 
(Kwon et al., 2002a; Young, 2002; Scheff et al., 2003; Talac et 
al., 2004). 
 Compresión: Se han desarrollado diferentes modelos 
experimentales que intentan reproducir la combinación del 
impacto junto con la compresión que persiste de forma 
secundaria al desplazamiento de la columna vertebral. 
Generalmente, estas lesiones son inducidas por compresión 
de la médula espinal con un clip aneurismático modificado 
o fórceps, o mediante el hinchamiento de un globo situado 
de forma subdural o percutánea. Estos modelos, al igual que 
en el caso de la contusión, permiten la evaluación de 
potenciales agentes terapéuticos y trasplantes celulares 
(Kwon et al., 2002a; Hodgetts et al., 2009).  
 Transección: En este caso, la LM traumática se produce 
realizando una incisión en la médula espinal, que puede 
implicar la sección completa o parcial de áreas (dorsal o 
lateral) o tractos específicos. Este tipo de modelos 
proporciona un entorno apropiado para estudios de 
regeneración y crecimiento axonal (Kwon et al., 2002a; Talac 
et al., 2004; Hodgetts et al., 2009). 
 
 Por otra parte, con la finalidad de replicar las diferencias 
patológicas y potenciar el desarrollo de terapias que respondan a las 




modelos de lesión a diferentes niveles medulares, siendo los más 
empleados los que presentan una mayor prevalencia clínica, como 
las lesiones cervicales, dirigidas a la preservación y la mejora de 
funciones vitales como la respiración y el movimiento de las 
extremidades anteriores; y las lesiones torácicas, para estudios de 
disfunción autonómica, dolor neuropático central o espasticidad 
(Rabchevsky, 2006; Nakae et al., 2011; Rabchevsky and Kitzman, 
2011) y para estudios con terapias que promuevan la reconexión 
funcional y la recuperación de las funciones por debajo del nivel de 
la lesión, incluyendo la movilidad de las extremidades inferiores 
(Moon and Bunge, 2005). 
1.3. PATOFISIOLOGÍA DE LA LESIÓN MEDULAR 
 El conocimiento de los mecanismos fisiopatológicos 
desencadenados tras producirse una lesión traumática en la médula 
espinal es esencial para el desarrollo de terapias eficaces en la 
prevención del daño y la activación de mecanismos endógenos de 
reparación tisular. La LM se caracteriza por presentar un patrón 
fisiopatológico bifásico, que se inicia con la lesión mecánica 
primaria, resultado de la compresión y/o contusión aguda de la 
médula espinal debido al desplazamiento del hueso o de los discos 
intervertebrales en el interior de la columna vertebral. Este daño 
mecánico inicial provoca la rotura de los axones, vasos sanguíneos y 
membranas celulares que, posteriormente, desencadena una onda 
expansiva de degeneración que se extiende por el tejido preservado 
adyacente, resultando en una fase secundaria de lesión, 
caracterizada por disfunción vascular, formación de edema, 




de radicales libres, inflamación y, finalmente, muerte celular 
(Rowland et al., 2008; Hodgetts et al., 2009). 
1.3.1. Lesión primaria 
 Aunque el mecanismo más frecuente de LM traumática 
observado clínicamente es el impacto acompañado de una 
compresión persistente, existen otros mecanismos que pueden 
desencadenar la lesión primaria, como el estiramiento de la médula 
y la laceración o transección (Dumont et al., 2001b).  
 
Figura 2. Representación esquemática de la LM primaria y secundaria. El daño 
mecánico inicial afecta especialmente a la sustancia gris central, donde se produce 
la destrucción principal. Esta lesión inicial es seguida por una cascada de eventos 
bioquímicos (lesión secundaria) que provocan la extensión de la zona de muerte 
celular por necrosis y apoptosis (Adaptado de Beattie, 2004).(Beattie, 2004) 
 La fuerza mecánica inicial tiende a dañar principalmente la 
sustancia gris de la médula espinal, generando una zona de necrosis 
hemorrágica, y preservando relativamente la sustancia blanca 
periférica (Figura 2). Asimismo, la interrupción del flujo sanguíneo 
genera un infarto local provocado por un aporte insuficiente de 




neuronas y los terminales nerviosos se ven alterados de forma 
mayoritaria, y sufren perturbaciones funcionales y bioquímicas en 
el área de lesión que afectan tanto a la sustancia gris como a la 
sustancia blanca durante el transcurso de las primeras horas 
posteriores a la lesión (Dumont et al., 2001b; Kwon et al., 2004; 
Profyris et al., 2004; Rowland et al., 2008). 
1.3.2. Lesión secundaria 
 Tras el daño mecánico inicial, se desencadenan una serie de 
eventos fisiopatológicos que derivan en la expansión de la zona de 
lesión inicial a regiones adyacentes de la médula espinal (Figura 2). 
Cronológicamente, los eventos fisiopatológicos que caracterizan  
este proceso de lesión secundaria se pueden dividir temporalmente 
en diferentes fases o etapas, denominadas inmediata, aguda, 
intermedia y crónica (Rowland et al., 2008). 
1.3.2.1. Fase Inmediata 
 La fase inmediata comienza en el momento de la lesión y 
dura aproximadamente 2 horas. Tras el daño mecánico inicial se 
origina una hemorragia en el parénquima medular, seguido de 
formación de edema, necrosis neuronal, fragmentación axonal y 
desmielinización. Además, durante estas primeras 2 horas se 
produce la expansión del frente hemorrágico en la zona de lesión, 
con aparición de numerosas hemorragias petequiales difusas. 
Finalmente, y casi de forma inmediata tras el daño mecánico, se 
produce la activación de las células microgliales, la sobre-expresión 
de citoquinas pro-inflamatorias y el aumento de los niveles de 




que conducen a una respuesta inflamatoria y excitotóxica que será 
desarrollada más adelante. 
1.3.2.2. Fase Aguda 
 Durante las primeras horas después de la lesión (fase aguda 
temprana) se puede observar como persiste la hemorragia, y como 
el edema y la inflamación van en aumento. Pero durante este 
periodo de tiempo comienzan a desarrollarse otra serie de procesos 
adicionales de daño secundario, entre los que se incluyen la 
producción de radicales libres, desregulación iónica, excitotoxicidad 
mediada por glutamato y la respuesta inflamatoria, que contribuyen 
a incrementar el daño axonal y la muerte celular (Rowland et al., 
2008). Además, la permeabilidad de la barrera hematoencefálica 
(BHE) es máxima 1 día después de producirse la lesión, facilitando 
la  extravasación de proteínas plasmáticas que contribuyen a 
exacerbar el daño secundario. Posteriormente, la permeabilidad 
disminuye de forma gradual (Mautes et al., 2000; Hausmann, 2003; 
Figley et al., 2014). 
 En paralelo, comienzan a aparecer diferentes poblaciones 
celulares, entre las que encontramos neutrófilos, monocitos, 
macrófagos y células microgliales activas, que van acudiendo a la 
zona de la lesión a lo largo de la fase aguda y subaguda (Figura 3). 
Existe cierta controversia sobre el papel beneficioso o deletéreo de 
las diferentes subpoblaciones de células inflamatorias infiltradas en 
la zona de lesión. Aunque clásicamente se ha considerado a la 
respuesta inflamatoria como un proceso predominantemente 




modulación positiva de la misma o el favorecimiento de 
subpoblaciones con propiedades resolutivas de la respuesta 
inflamatoria contribuirían a reducir el daño secundario y promover 
la reparación tisular (David and Kroner, 2011; David et al., 2012). 
Figura 3. Evolución temporal de la infiltración de los diferentes tipos de células 
inmunes tras una LM. Las líneas discontinuas representan la evolución en ratones 
y las líneas continuas hacen referencia a la evolución en ratas. La línea continua 
anterior a la aparición de la discontinua indica que la infiltración sigue la misma 
evolución en ambas especies (Adaptado de Donnelly and Popovich, 2008).  
1.3.2.3. Fase Intermedia 
 La fase intermedia se caracteriza por la formación de la 
cicatriz glial y por la existencia de procesos de regeneración o 
ramificación axonal que, a pesar de ser insuficientes para producir 
una recuperación funcional significativa en lesiones graves, hacen 
patente la existencia de un potencial regenerador en la médula 
espinal adulta (Rowland et al., 2008). Asimismo, diferentes estudios 
han mostrado como después de un daño tienen lugar intentos de 
remielinización endógena de axones indemnes que han perdido la 
vaina de mielina por parte de precursores de oligodendrocitos y 
células de Schwann (Profyris et al., 2004). Por otra parte, durante esta 




degeneración Walleriana, por la cual la parte distal del axón 
seccionado experimenta una fragmentación progresiva, seguida de 
un proceso de fagocitosis que conduce a su completa eliminación 
(Profyris et al., 2004; Lingor et al., 2012). 
1.3.2.4. Fase Crónica 
 En la fase crónica continúa la formación y estabilización de 
la cicatriz glial y la degeneración Walleriana de los axones (Rowland 
et al., 2008). En este contexto, se produce un proceso de cavitación 
quística y mielomalacia, que representa la etapa final de la muerte 
celular después de la LM traumática. Estos quistes están rodeados 
por una delgada pared astroglial, y en su interior albergan 
macrófagos residuales, pequeños fragmentos de tejido conectivo, 
vasos sanguíneos y líquido extracelular (Norenberg et al., 2004). 
1.3.3. Mecanismos principales de daño secundario 
 Tal y como se describe anteriormente, la comprensión de los 
mecanismos fisiopatológicos que caracterizan la lesión secundaria es 
un requisito imprescindible para la planificación de posibles 
estrategias terapéuticas. En este sentido, durante la evolución de la 
fase de daño secundario tras una LM traumática, se desencadenan 
una serie de acontecimientos fisiopatológicos que conducen a 
procesos de muerte celular que gobiernan la biología de la lesión 





Figura 4. Mecanismos fisiopatológicos desencadenados tras una LM. El daño 
mecánico inicial desencadena una serie de procesos que contribuyen a la muerte 
necrótica y apoptótica de las células presentes en la médula espinal. Estos procesos, 
aunque diferentes, están interrelacionados de tal forma que, a menudo, se 
retroalimentan positivamente entre sí, agravando la lesión inicial (Adaptado de 
Kwon et al., 2004). 
1.3.3.1. Necrosis y Apoptosis  
 Cuando se produce una lesión traumática, diferentes 
poblaciones celulares mueren inmediatamente como resultado del 
daño mecánico. Esta muerte celular inicial es limitada y está 
localizada en la región afectada por el trauma. Básicamente, las 
células van a morir a través de dos procesos, la necrosis y la 
apoptosis. Durante la evolución de la patología, podemos distinguir 
dos fases: una fase inicial, en la que predomina la muerte necrótica 
de varios tipos celulares (neuronas y glía) tanto en la sustancia gris 
como en la sustancia blanca, y una fase posterior, gobernada por la 
apoptosis y limitada principalmente a la sustancia blanca, y que 
afecta principalmente a los oligodendrocitos, resultando en un 
proceso de desmielinización más tardía (Liu et al., 1997; Dumont et 




1.3.3.2. Hipoxia - Isquemia 
 Como se ha mencionado anteriormente, el daño mecánico 
inicial origina una serie de alteraciones vasculares que 
desencadenan en una lesión de tipo hemorrágico. Tras el daño 
vascular inicial, que afecta principalmente a arteriolas, capilares y 
vénulas, el flujo de sangre en el tejido medular se ve limitado, lo que 
resulta en una isquemia localizada que compromete la 
supervivencia de los tejidos circundantes. A nivel celular, el proceso 
isquémico se manifiesta con una pérdida tanto de la fosforilación 
oxidativa como de la vía glucolítica, resultando en muerte celular 
debido al agotamiento del ATP. Durante este período de isquemia, 
se generan especies reactivas de oxígeno (ROS) que contribuyen a la 
pérdida de tejido que se observa después de la LM (Dumont et al., 
2001b; Profyris et al., 2004; Hagg and Oudega, 2006). El papel crucial 
de los radicales libres en la pérdida progresiva del tejido después de 
LM será desarrollado con detalle más adelante. 
 Por otra parte, el tejido nervioso es particularmente aeróbico, 
y la carencia de oxígeno (hipoxia) provoca daños irreversibles de 
forma muy rápida. En este contexto, las neuronas se ven seriamente 
afectadas, ya que dependen críticamente de un suministro continuo 
de oxígeno y glucosa (Dumont et al., 2001b; Profyris et al., 2004; 
Hagg and Oudega, 2006). 
1.3.3.3. Edema 
 Muy poco tiempo después de producirse la lesión puede 
observarse la formación de edema en el lugar del daño, ocasionado 




circundantes a la zona lesionada y la acumulación de fluidos, que 
puede exacerbar el daño tisular debido a la compresión del tejido 
contra la vértebra fracturada. Además, esta compresión puede 
generar un eventual aumento del proceso isquémico (Hagg and 
Oudega, 2006). 
1.3.3.4. Excitotoxicidad y desequilibrio electrolítico 
 Tras un traumatismo medular tienen lugar una serie de 
alteraciones bioquímicas y desequilibrios electrolíticos que juegan 
un importante papel como mecanismos de daño secundario. En 
primer lugar, los neurotransmisores excitatorios se liberan y 
acumulan en el medio extracelular, generando un daño directo sobre 
el tejido medular. Los modelos animales han permitido comprobar 
como el glutamato, que es el neurotransmisor excitatorio más 
abundante en el SNC, se libera y se acumula a niveles 
suprafisiológicos en el área dañada en cuestión de minutos tras la 
lesión en respuesta a la isquemia y la despolarización de la 
membrana, provocando una activación excesiva de los receptores de 
glutamato, lo que conduce a la muerte excitotóxica de neuronas y 
oligodendrocitos (Dumont et al., 2001b; Kwon et al., 2004; Profyris 
et al., 2004; Mann and Kwon, 2007). Por otra parte, la activación de 
los receptores NMDA (N-Methyl-D-aspartate) de glutamato provoca 
que el calcio extracelular (y también el sodio) descienda 
drásticamente, alterando un gradiente celular estrechamente 
controlado, según el cual la concentración de calcio en el citosol debe 
mantenerse muy baja. Como resultado, se genera una elevada 
concentración en el citosol y en las mitocondrias que puede 




alterando el metabolismo celular y conduciendo a la muerte 
apoptótica de las células (Dumont et al., 2001b; Kwon et al., 2004; 
Profyris et al., 2004). A su vez, la desregulación del sodio y el potasio 
también provoca daños en los componentes axonales y gliales de la 
sustancia blanca. Los niveles extracelulares elevados de potasio 
provocan una despolarización excesiva de las neuronas, mientras 
que los niveles de sodio intracelulares se encuentran muy elevados 
debido, entre otras causas, a la reducción de actividad de la ATPasa 
Na+/K+, por lo que la despolarización masiva junto con la pérdida 
de la capacidad para devolver el sodio al compartimiento 
extracelular conduce a la acumulación tóxica de sodio (y por tanto 
de agua) dentro del axón (Dumont et al., 2001b; Kwon et al., 2004).  
1.3.3.5. Estrés oxidativo 
 El estrés oxidativo se origina como consecuencia de una serie 
de moléculas conocidas como ROS, entre las que se incluyen el 
radical de oxígeno superóxido (O2-), el radical hidróxido (OH-) y el 
peroxinitrito (ONOO-). En condiciones fisiológicas, existe un 
equilibrio entre la generación y  la eliminación de estos ROS, que son 
transformados por sistemas anti-oxidantes como las superóxido 
dismutasas, la glutatión peroxidasa o la catalasa (Lewen et al., 2000). 
Cuando este equilibrio se ve afectado por una lesión, estas moléculas 
pueden alterar los sistemas biológicos a través de la oxidación de 
elementos esenciales para las células, como ocurre en el caso de los 
lípidos (peroxidación lipídica), conduciendo a la alteración de las 
membranas celulares y, en última instancia, estimulando la muerte 
celular. Además, estas ROS también pueden inducir la muerte 




oxidación de cadenas laterales de los aminoácidos) y del ADN 
(Facchinetti et al., 1998; Lewen et al., 2000; Kwon et al., 2004; Profyris 
et al., 2004). Generalmente, estas moléculas pueden originarse como 
consecuencia de una cadena de transporte de electrones ineficiente 
durante el metabolismo energético en la mitocondria, o a través de 
la actividad de diferentes enzimas como por ejemplo la xantina 
oxidasa, la óxido nítrico sintasa inducible (iNOS), fosfolipasas y 
ciclooxigenasas (COX), que pueden ser expresadas por diferentes 
tipos celulares (Facchinetti et al., 1998; Lewen et al., 2000; Mann and 
Kwon, 2007). 
1.3.3.6. Respuesta Inflamatoria 
 La extensión del daño secundario depende en gran medida 
de la respuesta inflamatoria inducida por el trauma, cuyos efectos 
pueden ser perjudiciales y beneficiosos al mismo tiempo (Hagg and 
Oudega, 2006; David et al., 2012). Inicialmente, la respuesta 
inflamatoria es esencial para eliminar restos celulares que impiden 
la regeneración de las neuronas supervivientes. Sin embargo, la 
hiperactivación de esta respuesta inflamatoria y los efectos que se 
derivan de ella, pueden dañar el tejido preservado y agravar la 
lesión. Este proceso inflamatorio es muy complejo, e implica 
numerosas poblaciones celulares, incluyendo astrocitos, microglía, 
neutrófilos y monocitos infiltrados. A nivel molecular, la actividad 
de esta compleja red de tipos celulares está regulada por un gran 
número de citoquinas, quimiocinas y otras moléculas solubles 





 En el SNC adulto, la microglía es la célula encargada de 
inspeccionar el tejido en busca de perturbaciones resultantes de una 
lesión o enfermedad. La activación de la microglía se produce casi 
inmediatamente después de producirse el daño, tras el cual se 
vuelve reactiva y migra hacia la zona de lesión (Fehlings and 
Nguyen, 2010; Kawabori and Yenari, 2014), resultando 
indistinguible de los macrófagos por su morfología o por 
marcadores antigénicos (David and Kroner, 2011). Por otra parte, la 
invasión de monocitos procedentes del torrente sanguíneo se 
produce principalmente entre los 3 y los 7 días después de la lesión, 
y junto con la microglía llevan a cabo la fagocitosis local, además de 
expresar múltiples citoquinas que influyen en el reclutamiento y la 
actividad de otras células periféricas como los neutrófilos o las 
células T (Profyris et al., 2004; Mann and Kwon, 2007; Fehlings and 
Nguyen, 2010). Los niveles de ciertas citoquinas pro-inflamatorias, 
como por ejemplo IL-1β, IL-6 o TNFα, aumentan principalmente 
durante las primeras 2-4 horas tras la lesión (Stammers et al., 2012), 
y además de participar en el reclutamiento de células periféricas, 
estimulan la respuesta inflamatoria induciendo la producción de 
citoquinas adicionales, quimiocinas, óxido nítrico y oxígeno 
reactivo, contribuyendo a exacerbar el daño en el tejido (Keane et al., 
2006). En consecuencia, durante la fase aguda, la zona lesionada se 
caracteriza por la presencia de diferentes moléculas pro-







Figura 5. Evolución temporal de diversos mediadores inflamatorios y de las ROS 
tras una LM. Las líneas discontinuas representan la evolución en ratones y las líneas 
continuas hacen referencia a la evolución en ratas. La línea continua anterior a la 
aparición de la discontinua indica que el patrón de expresión sigue la misma 
evolución en ambas especies (Adaptado de Donnelly and Popovich, 2008). 
 Conjuntamente, otros tipos celulares como astrocitos, 
neuronas y oligodendrocitos también expresan citoquinas pro-
inflamatorias que participan en el reclutamiento y la activación de 
células periféricas en la médula espinal lesionada (Mann and Kwon, 
2007). De todos ellos, cabe destacar el importante papel del astrocito, 
que en condiciones normales se encarga de regular el equilibrio 
iónico e hídrico, de la eliminación y el reciclaje del glutamato y de la 
modulación de la actividad sináptica y del flujo sanguíneo. En 
condiciones patológicas, los astrocitos poseen un papel clave en la 
respuesta inflamatoria, siendo una de las principales fuentes de 
mediadores inflamatorios tales como citoquinas, quimiocinas, óxido 
nítrico o ROS,  que afectan negativamente a la supervivencia de las 
células tras la lesión (Aschner, 1998; Dong and Benveniste, 2001; 
Liberto et al., 2004; Ransohoff and Brown, 2012).  
 Por último, como ya se ha mencionado anteriormente, esta 




beneficiosos. En este sentido, tras la LM se induce una respuesta 
anti-inflamatoria, y los propios macrófagos y astrocitos generan 
TGFβ (transforming growth factor β), que contrarresta los efectos de 
las citoquinas pro-inflamatorias, disminuyendo la producción de 
iNOS y de CAMs endoteliales (Profyris et al., 2004; Donnelly and 
Popovich, 2008). La expresión de TGFβ, en contraste con las 
citoquinas pro-inflamatorias, es más tardía (Figura 5). Además, los 
astrocitos activados también promueven efectos beneficiosos, 
produciendo neurotrofinas y citoquinas anti-inflamatorias (como IL-
10), aumentando la recaptación de glutamato para prevenir la 
excitotoxicidad, estimulando la expresión de proteínas 
antioxidantes, promoviendo la revascularización y la restauración 
de la BHE y favoreciendo la remielinización (Liberto et al., 2004). 
1.3.3.7. Disrupción axonal y degeneración Walleriana 
 Durante aproximadamente el mes siguiente a la LM, las 
fibras supervivientes sufren un proceso de degeneración progresiva 
debido, principalmente, a la pérdida de tejido y el desequilibrio 
iónico generados, aunque también puede deberse a mecanismos 
inherentes a las propias neuronas (Hagg and Oudega, 2006). 
Inicialmente, durante las primeras 24 horas, se puede observar como 
las láminas de mielina se separan unas de otras, produciéndose la 
fragmentación de la misma y la liberación del contenido axonal al 
espacio extracelular. En estadíos más avanzados, tienen lugar 
procesos de  desmielinización generalizada y la formación de conos 
de crecimiento abortivos (Profyris et al., 2004). Además, estas 
alteraciones axonales vienen acompañadas del propio proceso de 




seres humanos puede perdurar varios años, extendiéndose rostro-
caudalmente respecto a la lesión inicial en función de los tractos 
ascendentes y descendentes dañados. Asimismo, estas regiones en 
degeneración se correlacionan con áreas de apoptosis tardía, en las 
que la mayoría de las células que mueren son oligodendrocitos que 
han perdido el soporte trófico que les proporcionaban los axones 
dañados a los que se encontraban asociados (Profyris et al., 2004). 
1.3.3.8. Cicatriz glial 
 Cuando se produce un daño en el SNC, los astrocitos 
responden mediante un proceso denominado astrogliosis reactiva, 
que implica cambios en la expresión molecular y en la morfología de 
dichas células, entre los que se incluyen una hipertrofia aberrante 
del astrocito, un aumento de la proliferación y una sobreexpresión 
de los filamentos intermedios GFAP, vimentina y nestina (Fawcett 
and Asher, 1999; Norenberg et al., 2004; Profyris et al., 2004; Karimi-
Abdolrezaee and Billakanti, 2012). En el contexto de una LM, estos 
astrocitos reactivos van a dar lugar a la formación de una cicatriz 
astroglial que supone tanto una barrera física como química para la 
regeneración axonal (Profyris et al., 2004; Silver and Miller, 2004). 
Sin embargo, aunque en su forma final la cicatriz glial es una 
estructura predominantemente astrocítica, existen otros tipos 
celulares que participan en este proceso y que intervienen en 
diferentes momentos. En primer lugar, los macrófagos y la microglía 
invaden rápidamente la cavidad de la lesión en cuestión de horas, y 
durante los días siguientes, células meníngeas (en el caso de que se 
produzca rotura de meninges) y precursores de oligodendrocitos 




PDGFRα, migran hacia el lugar de la lesión (Fawcett and Asher, 
1999; Shearer and Fawcett, 2001; Kwon et al., 2002b; Profyris et al., 
2004; Silver and Miller, 2004). Por otra parte, células progenitoras 
multipotenciales procedentes del canal central medular también 
proliferan e invaden la zona de lesión, diferenciándose 
mayoritariamente en astrocitos, al igual que ocurre con los 
precursores NG2, contribuyendo a la formación de la cicatriz glial 
(Profyris et al., 2004) 
En general, los astrocitos y los precursores de 
oligodendrocitos son los principales responsables del ambiente 
inhibitorio generado en la zona de la lesión,  incrementando la 
liberación de moléculas como los condroitin sulfato proteoglicanos 
(CSPGs) (entre los que se incluyen neurocan, versican, agrecan, 
brevican, fosfacan, y NG2), semaforinas, efrinas o miembros de la 
familia de proteínas Wnt (Fawcett and Asher, 1999; Shearer and 
Fawcett, 2001; Filbin, 2006; Fitch and Silver, 2008; Rowland et al., 
2008; Giger et al., 2010), que junto con las moléculas inhibidoras 
asociadas a mielina (como la glicoproteína asociada a mielina 
(MAG), Nogo-A y la glicoproteína de la mielina de los 
oligodendrocitos (OMgp)) (Profyris et al., 2004; Cao et al., 2010; 
Giger et al., 2010), contribuyen al fracaso en la regeneración axonal.  
 Sin embargo, la formación de esta cicatriz glial también 
resulta beneficiosa en algunos aspectos, como por ejemplo en la 
regulación de la respuesta inflamatoria inducida tras la lesión, 
donde desempeña un papel muy importante. Dentro de la zona 
delimitada por la cicatriz, la respuesta inflamatoria queda separada 




efectos (Faulkner et al., 2004; Sofroniew, 2005, 2009). Además, los 
astrocitos reactivos presentan efectos protectores sobre las neuronas 
y los oligodendrocitos, y contribuyen  a preservar las funciones 
motoras después de una lesión (Faulkner et al., 2004). 
1.4. ESTRATEGIAS TERAPÉUTICAS FRENTE A LA LESIÓN 
MEDULAR 
 En la actualidad, no existen terapias eficaces para el 
tratamiento de la LM. Aunque se ha descrito que tras la lesión se 
produce un intento de reparación espontánea, ésta es incompleta. 
Por esta razón, la comunidad científica ha centrado sus esfuerzos en 
la búsqueda de terapias que resulten seguras y eficaces, tratando de 
compensar esta capacidad limitada de reparación espontánea con 
intervenciones terapéuticas que permitan, entre otras cosas, 
aumentar la viabilidad de las neuronas afectadas, activar 
mecanismos de reparación endógenos como la regeneración y la 
remielinización de los axones dañados, o inhibir aquellos procesos 
biológicos inherentes al desarrollo del proceso lesivo que 
representan un efecto negativo o perjudicial (Thuret et al., 2006; 
Rowland et al., 2008; Hodgetts et al., 2009).  
 Los trasplantes celulares para el tratamiento de la LM han 
sido objeto de numerosos estudios preclínicos en las últimas 
décadas. En este sentido, y aunque se han utilizado diferentes tipos 
celulares en base a su potencial para formar mielina, promover y 
guiar el crecimiento axonal o establecer nuevas sinapsis para 
potenciar la funcionalidad de los circuitos preservados, los efectos 




atribuir a un único mecanismo (Tetzlaff et al., 2010). Entre los 
diferentes tipos celulares más utilizados tanto en modelos 
experimentales de LM como en diferentes estudios preclínicos 
(www.clinicaltrials.gov), se incluyen las células de Schwann (Thuret 
et al., 2006; Rowland et al., 2008; Tetzlaff et al., 2010), las células de 
la glía envolvente olfativa (OECs) (Mackay-Sim et al., 2008; Tabakow 
et al., 2013; Yang et al., 2013), las células madre/progenitores 
neurales adultos (aNPCs o NSPCs) (Thuret et al., 2006; Rowland et 
al., 2008; Tetzlaff et al., 2010), los precursores neurales (NRPs) o 
gliales (GRPs) restringidos (Rowland et al., 2008; Tetzlaff et al., 2010) 
y las células madre mesenquimales (MSCs) (Tetzlaff et al., 2010; 
Wong, 2011).  
 Por otra parte, los tratamientos farmacológicos destinados a 
actuar sobre mecanismos de daño secundario específicos también 
han sido ampliamente estudiados. Como norma general, los 
candidatos terapéuticos con mayor potencial para su traslación a la 
clínica son aquellos con una alta capacidad neuroprotectora y/o 
neuroregenerativa, y que puedan ser administrados de forma 
sistémica inmediatamente o en las primeras horas posteriores a la 
inducción de la LM (Kwon et al., 2010b). Entre las terapias que 
presentan mayor potencial traslacional, o bien ya se utilizan en 
clínica para otras indicaciones, encontramos fármacos como la 
metilprednisolona (Dumont et al., 2001a; Sayer et al., 2006), la 
minociclina (Kwon et al., 2010b; Kwon et al., 2010a; Tator et al., 
2012), la rapamicina (Erlich et al., 2007; Chong et al., 2010; Don et al., 
2012), el rolipram (Hannila and Filbin, 2008; Hodgetts et al., 2009; 




2010b; Kopp et al., 2012), factores como la eritropoyetina (Matis and 
Birbilis, 2009; Onose et al., 2009; Kwon et al., 2010b) o moléculas 
como el litio (Dill et al., 2008; Chiu and Chuang, 2010).  
 Finalmente, en los últimos años se han desarrollado 
diferentes terapias cuyo objetivo principal es modular los 
mecanismos biológicos implicados en la LM, en las que el 
compuesto o molécula bioactiva alcanza la médula espinal dañada 
mediante su aplicación directa en el área lesionada, o bien a través 
de su difusión de forma sistémica (Kwon et al., 2010c). Entre las 
diferentes estrategias terapéuticas dirigidas a fomentar la 
regeneración axonal encontramos la enzima bacteriana denominada 
condroitinasa ABC (Rowland et al., 2008; Kwon et al., 2010c), que 
cataliza la hidrólisis de los condroitin proteoglicanos; la utilización 
de anticuerpos anti-Nogo para neutralizar este inhibidor del 
crecimiento axonal derivado de la mielina (Caroni and Schwab, 
1988; Rowland et al., 2008; Kwon et al., 2010c); y el empleo de 
inhibidores de la Rho GTPasa, como la C3 transferasa, que 
intervienen en la dinámica del cono de crecimiento axonal 
favoreciendo su desarrollo y en la apoptosis neuronal (Thuret et al., 
2006; Rowland et al., 2008; Kwon et al., 2010c). Por otra parte, la 
utilización de anticuerpos como potencial terapia neuroprotectora 
también ha sido descrita por varios autores, y existen estudios en los 
que se han utilizado anticuerpos frente a diferentes moléculas, como 
por ejemplo la NOS neuronal, serotonina o TNFα, en los que el uso 
de estos anticuerpos como antagonistas para neutralizar los efectos 
de los ligandos fisiológicos conllevan un efecto neuroprotector y una 




2012). Otra estrategia terapéutica distinta consiste en favorecer la 
remielinización endógena tras la lesión, facilitando el reclutamiento 
y la diferenciación de los precursores de oligodendrocitos 
endógenos.  
 Sin embargo, a pesar de todo lo anteriormente expuesto, aun 
a día de hoy no existe una terapia efectiva y universalmente 
aceptada para el tratamiento de este tipo de neuropatología.  Dado 
que nuestro conocimiento sobre de los mecanismos que subyacen y 
regulan la compleja red de eventos biológicos que tienen lugar 
durante el desarrollo de una LM es aún muy escaso y parcial, la 
capacidad para intervenir en ellos y generar  estrategias terapéuticas 
eficaces es limitado. Por este motivo es esencial estudiar y 
comprender los mecanismos de actuación de aquellos factores que 
gobiernan este complicado escenario biológico. En este sentido, y tal 
y como se detalla en los siguientes subapartados, la familia de 
proteínas Wnt constituiría una excelente candidata, que podría 
conducir al desarrollo de terapias capaces de modular los múltiples 
eventos fisiopatológicos asociados con este tipo de neuropatologías. 
2. LA FAMILIA DE PROTEÍNAS WNT 
2.1. GENERALIDADES 
 La vía de señalización Wnt (Wingless-related MMTV 
integration site) es una vía evolutivamente muy conservada, 
inicialmente identificada en estudios genéticos y de desarrollo 
embrionario de Drosophila melanogaster, Xenopus laevis y otros 
organismos, que ha emergido como una importante vía de 




en la regulación de numerosos procesos biológicos y fisiológicos 
(Moon et al., 2004; Jin et al., 2008). Esta familia de proteínas participa 
en la regulación de numerosos aspectos del desarrollo neural y 
desempeñan un papel indispensable en la homeostasis de los tejidos, 
la renovación celular y la regeneración en el individuo adulto. Esta 
capacidad para controlar esta gran diversidad de procesos 
biológicos se puede explicar gracias a su potencial como moléculas 
activadoras de diferentes cascadas de señalización (Michaelidis and 
Lie, 2008; Marchetti and Pluchino, 2013). 
2.2. LIGANDOS WNT 
 Los ligandos Wnt constituyen una familia de glicoproteínas 
de secreción con un peso molecular aproximado de 38-42 kDa. En la 
actualidad, se han identificado un total de 19 ligandos Wnt en 
mamíferos (véase ‘The Wnt homepage’ en: 
http://www.stanford.edu/group/nusselab/cgi-bin/wnt/). Desde 
un punto de vista fisiológico, la regulación de las proteínas Wnt se 
produce a varios niveles, incluyendo el nivel de transcripción, 
splicing alternativo del ARN, nivel postranscripcional, nivel de 
traducción y nivel postraduccional, lo que garantiza su correcto 
funcionamiento tanto temporal como espacialmente (Logan and 
Nusse, 2004; Tian et al., 2005; Buechling and Boutros, 2011). Además, 
la estabilización de los ligandos Wnt en la matriz extracelular se ve 
facilitada por su interacción con los proteoglicanos heparán sulfato, 
que también participan en la estabilización de estas proteínas y 
previenen la agregación derivada de su naturaleza hidrofóbica 





 La transducción de señales está mediada por la unión de los 
ligandos Wnt a una familia de receptores denominados Frizzled 
(Fz), que fue descubierta inicialmente en Drosophila melanogaster, y 
está compuesta por al menos 10 miembros conocidos en mamíferos 
(MacDonald et al., 2009; Schulte, 2010). Estructuralmente, las 
proteínas Fz pertenecen al grupo de los receptores acoplados a 
proteínas G, y se caracterizan por presentar tres dominios 
claramente diferenciados: un dominio N-terminal extracelular que 
participa en la unión de los ligandos y los antagonistas; un núcleo 
central compuesto por siete segmentos transmembrana; y un 
dominio C-terminal que interacciona con los elementos de 
señalización citoplasmáticos (figura 6) (Hsieh, 2004; Wang et al., 
2006; Kikuchi et al., 2007; Schulte and Bryja, 2007; Schulte, 2010). 
Recientemente, diferentes trabajos han proporcionado una 
evidencia bioquímica de la capacidad de los receptores Fz para unir 
proteínas G heterotriméricas tras la activación por ligandos Wnt, 
estimulando el intercambio de nucleótidos en ellas (Kilander et al., 
2011b; Koval and Katanaev, 2011). 
 Además de los receptores Fz, la vía canónica de Wnt requiere 
otras proteínas transmembrana, pertenecientes a la subfamilia de 
receptores relacionados con lipoproteínas de baja densidad (low-
density lipoprotein receptor-related protein) que funcionan como co-
receptores, denominados LRP5/6 (He et al., 2004; Kikuchi et al., 
2007; Angers and Moon, 2009). Existen estudios que demuestran que 




de los receptores LRP y pueden inducir o estabilizar la formación del 








Figura 6. Representación esquemática de la estructura de los receptores Fz. Los 
receptores Fz presentan un dominio extracelular rico en cisteínas (CRD) que 
constituye el sitio de unión para los ligandos. Tras una región de tamaño variable 
nos encontramos con 7 segmentos transmembrana, que dan lugar a 3 lazos o loops 
intracelulares y otros 3 extracelulares. Finalmente, el extremo carboxilo terminal 
intracelular presenta motivos altamente conservados que constituyen las regiones 
de interacción con los efectores intracelulares (Adaptado de Schulte and Bryja, 
2007). (Schulte and Bryja, 2007) 
 Por último, se han descrito una serie de receptores atípicos 
que también participan en las diferentes vías de señalización de 
Wnts. Tal es el caso del receptor Ryk, una proteína transmembrana 
de la familia de los receptores tirosina quinasa (Figura 7) (Cadigan 
and Liu, 2006; Kikuchi et al., 2007). Al igual que los co-receptores 
LRP5/6, Ryk puede formar un complejo con las proteínas Fz e iniciar 
la vía canónica, pero también puede activar la vía no canónica a 
través de cascadas de señalización independientes de Fz 
(Michaelidis and Lie, 2008). Este receptor participa en la señalización 
Wnt en varios contextos, como por ejemplo en procesos de guía 




de la familia de receptores tirosina quinasa es Ror (tyrosine kinase-like 
orphan receptor), que consta de dos proteínas relacionadas 
estructuralmente (Ror1 y Ror2), y también puede actuar como un 
receptor alternativo o como co-receptor para el ligando Wnt5a, 
activando la vía Wnt/JNK e inhibiendo la vía canónica (Figura 7) 
(Kikuchi et al., 2007). Estos receptores intervienen en diferentes 
procesos, como el establecimiento de la polaridad celular, la división 
celular asimétrica y la migración celular durante procesos 
morfológicos clave, como la formación del tubo neural (Clark et al., 
2012). 
Figura 7. Receptores no convencionales que participan en las vías de señalización 
de Wnts. A través de su dominio CRD extracelular, el receptor Ror2 interactúa con 
el ligando Wnt5a. Por otra parte, el receptor Ryk se une a proteínas Wnt mediante 
su dominio WIF-1,  regulando procesos de orientación y guía axonal a través de una 
ruta dependiente de la familia Src, o bien mediante la localización nuclear del 
dominio intracelular de Ryk, que es escindido por la acción de una proteasa, y que 
controla la diferenciación neuronal. Además, Ryk puede formar un complejo con 
los receptores Fz e interaccionar con Dvl, por lo que también participa en la 





2.4. VÍAS DE SEÑALIZACIÓN 
 Las proteínas Wnt pueden activar, al menos, tres vías de 
señalización diferentes, conocidas como la vía canónica o de la β-
catenina, y las vías no canónicas independientes de β-catenina, 
denominadas vía Wnt/Ca2+ o del calcio,  y vía Wnt/PCP (Planar Cell 
Polarity) (Michaelidis and Lie, 2008; Marchetti and Pluchino, 2013).  
2.4.1. Vía canónica o de la β-catenina 
 El principal mediador de esta vía de señalización es la 
proteína citoplasmática β-catenina, que actúa como molécula 
integradora de múltiples señales regulando diversas funciones 
celulares, que van desde la adhesión célula-célula a nivel de la 
membrana plasmática, hasta la activación transcripcional en el 
núcleo (Jamieson et al., 2012; Valenta et al., 2012). En ausencia de 
ligando Wnt, la β-catenina libre en el citosol es reclutada en un gran 
complejo multiproteico citoplasmático, denominado “complejo de 
destrucción”, formado por las proteínas Axina, APC (adenomatous 
polyposis coli), CK1α (casein kinase) y la serina/treonina quinasa GSK-
3β (Glycogen synthase kinase 3β). Esta última, en la mayoría de los 
casos, se encuentra constitutivamente activa en la célula, y es 
inhibida por señales aguas arriba. En este sentido, múltiples vías de 
señalización celular inhiben la actividad de GSK-3β, como por 
ejemplo, la vía PI3K/Akt, la vía MAPK y la propia vía Wnt. Por el 
contrario, la fosforilación mediada por esta enzima regula 
negativamente sus sustratos aguas abajo (Kimelman and Xu, 2006; 
Xu et al., 2009), por lo que GSK-3β desempeña un papel inhibidor 




Figura 8. Representación esquemática de las diferentes vías de señalización 
activadas por proteínas Wnt. (a) Vía canónica o de la β-catenina en ausencia y 
presencia de ligandos Wnt. (b) Vías no canónicas de Wnt/Ca2+, en la que algunos 
elementos de esta vía parecen interactuar con la vía de la β-catenina en múltiples 
puntos; y vía no canoníca Wnt/PCP  (Adaptado de Marchetti and Pluchino, 2013).  
Este complejo citoplasmático multiproteico permite la 
fosforilación secuencial de la β-catenina por CK1 y GSK-3β en su 
extremo N-terminal, facilitando su unión a β-TrCP (β-transducin 
repeat-containing protein), una subunidad de la ubiquitina ligasa E3, 
que cataliza la ubiquitinación de β-catenina y su posterior 
destrucción por la maquinaria del proteasoma. Como resultado, la 
β-catenina no puede translocarse al núcleo y activar la transcripción 
de sus genes diana (Figura 8), por lo que, los miembros de la familia 




factor) se asocian con inhibidores transcripcionales en su lugar, 
formando complejos que impiden y bloquean la transcripción génica 
(Seidensticker and Behrens, 2000; Li et al., 2005; Michaelidis and Lie, 
2008; Marchetti and Pluchino, 2013). 
 Clásicamente, la vía de la β-catenina es activada por uno de 
los ligandos Wnt denominados canónicos (Wnt1, Wnt2, Wnt3, 
Wnt3a, Wnt8 y Wnt8a), cuya unión al receptor Fz y al correceptor 
LRP5/6 provoca la fosforilación de éste último por CK1γ y GSK-3β, 
facilitando el reclutamiento de los componentes citoplasmáticos 
Dishevelled (Dvl) y Axina. Dvl es una fosfoproteína multifuncional 
que presenta tres homólogos conocidos (Dvl-1, -2 y -3), que 
muestran una elevada homología de secuencia, con tres dominios 
altamente conservados. Cuando el ligando Wnt se une al receptor 
Fz, Dvl es reclutado por el receptor a través de su dominio PDZ y 
oligomeriza en la membrana plasmática, proporcionando una 
plataforma para la reubicación de Axina y GSK-3β, promoviendo así 
la fosforilación de LRP5/6 para iniciar la señalización (Wharton, 
2003; Angers and Moon, 2009; Gao and Chen, 2010).  
 Posteriormente, Dvl es fosforilado por CK1γ y pasa a formar 
un complejo con GBP (GSK-3β binding protein)/Frat1 que inhibe la 
actividad de GSK-3β. Por otra parte, la formación del complejo Wnt-
Fz-LRP5/6 también promueve la degradación de Axina mediada 
por LRP5/6. De esta forma, la combinación de la inhibición de la 
actividad de GSK-3β junto con la degradación de la Axina impide la 
formación del complejo de destrucción. En consecuencia, la β-
catenina no es fosforilada y no se degrada, y queda libre en el 




asocia con factores de transcripción y forma complejos con los 
miembros de la familia de factores de transcripción Tcf/Lef (Tcf-1, 
Tcf-3, Tcf-4 y Lef-1). Por el contrario, se ha descrito que las 
serina/treonina fosfatasas PP1 y PP2A pueden contrarrestar la 
función de las quinasas CK1α y GSK-3β mediante la defosforilación 
de Axina y β-catenina, respectivamente (Clevers, 2006; Buechling 
and Boutros, 2011). 
 Finalmente, todo este proceso conduce a la activación de la 
transcripción y a la expresión de diferentes de genes diana, como por 
ejemplo c-Myc, Ciclina D1 o Axina 2 (Figura 8) (Seidensticker and 
Behrens, 2000; Li et al., 2005; Michaelidis and Lie, 2008; Buechling 
and Boutros, 2011). 
2.4.2. Vías no canónicas o independientes de β-catenina 
 La señalización no dependiente de β-catenina, activada 
generalmente por una Wnt de las denominadas no canónicas (Wnt4, 
Wnt5a, Wnt5b, Wnt6, Wnt7a, y Wnt11), presenta dos rutas de 
señalización intracelular, denominadas vía Wnt/Ca2+ o del calcio,  y 
vía Wnt/PCP.  
 En la vía Wnt/Ca2+, la unión de la proteína Wnt a los 
receptores Fz de la superficie celular desencadena varios procesos 
celulares que implican la estimulación de las proteínas G 
heterotriméricas y de la fosfolipasa C (PLC), provocando el 
incremento de la liberación de Ca2+ intracelular, una disminución de 
los niveles de guanosín monofosfato cíclico (GMPc) y una activación 
de las quinasas Ca2+/calmodulina proteína quinasa II (CaMKII) y 




nuclear AT (NFAT) y otros factores de transcripción (Figura 8) (Li et 
al., 2005; Michaelidis and Lie, 2008; Buechling and Boutros, 2011). 
Esta vía de señalización es importante en procesos de determinación 
del destino celular, migración celular, extensión convergente y guía 
axonal (Clark et al., 2012). 
 En la vía Wnt/PCP, las proteínas Wnt se unen a receptores 
Fz en la superficie celular, provocando la activación de las GTPasas 
pequeñas RhoA, Cdc42 y Rac1, que a su vez activan ROCK (Rho-
associated coiled-coil containing protein kinase) y la vía de la Jun quinasa 
N-terminal (JNK) de respuesta frente al estrés, lo cual conduce 
finalmente a la expresión génica y a la remodelación del 
citoesqueleto (Li et al., 2005; Michaelidis and Lie, 2008; Buechling 
and Boutros, 2011). Recientemente, diferentes estudios han 
demostrado la capacidad de los ligandos Wnt5a y Wnt11 para 
activar esta cascada de señalización mediante su unión a los 
receptores no convencionales Ror y Ryk, a través de la activación de 
JNK y Src respectivamente (Buechling and Boutros, 2011). Esta vía 
de señalización está implicada en la regulación de la polaridad del 
tejido durante la gastrulación y en la formación del tubo neural del 
embrión, y a nivel celular regula procesos de migración celular, 
crecimiento y guía axonal, sinaptogénesis y ciliogénesis (Clark et al., 
2012). 
 Sin embargo, se ha comprobado que ligandos considerados 
como no canónicos son capaces de activar la vía canónica en 
determinadas circunstancias.  Tal es el caso del ligando Wnt5a, que 
es capaz de activar no sólo la señalización mediada por calcio y la 




el receptor adecuado, como por ejemplo Fz5 o Fz4-LRP5 (He et al., 
1997; Mikels and Nusse, 2006). Por otra parte, también se ha descrito 
que la JNK está implicada no sólo en la regulación de los 
movimientos celulares a través de la vía de señalización Wnt/PCP, 
sino también en la inhibición de la vía canónica mediante la 
reducción de la β-catenina nuclear (Liao et al., 2006). Por lo tanto, se 
debe tener en cuenta que determinados ligandos y receptores 
pueden estar implicados en diferentes vías de señalización, y 
pueden regular diferentes procesos biológicos originalmente 
asignados a una vía concreta de señalización, o incluso que 
diferentes vías pueden actuar al mismo tiempo en un mismo tipo 
celular, regulándose entre sí (Kestler and Kuhl, 2008). 
2.5. MODULADORES DE LA SEÑALIZACION WNT 
 Entre los numerosos y complejos mecanismos de regulación 
existentes para la señalización a través de las proteínas Wnt, se han 
descrito diferentes moléculas que actúan como antagonistas 
extracelulares, y que regulan negativamente o inhiben las diferentes 
vías de señalización, aunque en determinadas circunstancias 
pueden actuar como agonistas. 
2.5.1. sFRPs (secreted Frizzled-Related Protein) 
 La familia de proteínas sFRPs está formada por cinco 
miembros descritos en seres humanos (sFRP1-5), y existen ortólogos 
en todas las especies de vertebrados. Estructuralmente, estas 
proteínas presentan una región amino terminal que contiene un 
péptido que actúa como señal de secreción, seguido por un dominio 




molecular, las modificaciones postraduccionales a las que se ven 
sometidas estas moléculas parecen conferir diferencias adicionales 
que podrían diversificar aún más las funciones de los distintos 
miembros de esta familia (Kawano and Kypta, 2003; Bovolenta et al., 
2008). En este sentido, diferentes estudios han establecido que las 
proteínas Wnt y sFRPs pueden interactuar físicamente, y mediante 
esta interacción, las sFRPs actuarían como antagonistas clásicos, 
impidiendo la unión del ligando al receptor y, por lo tanto, 
bloqueando la transducción de señales (Figura 9a). Sin embargo, 
estas proteínas también podrían actuar favoreciendo la formación de 
complejos de señalización inactivos con los receptores Fz, evitando 
de este modo la transducción de señales por ligandos Wnt (Figura 
9a).  
Contrariamente, también se ha descrito que las sFRPs 
podrían actuar potenciando la actividad de las proteínas Wnt. Entre 
los diferentes mecanismos planteados, se piensa que las sFRPs 
podrían regular su propia actividad biológica, interaccionando entre 
sí y favoreciendo de este modo la señalización de Wnt. Además, se 
cree que podrían actuar favoreciendo la interacción entre los 
ligandos Wnt y los receptores Fz por su capacidad de unión 
simultánea a ambas moléculas, promoviendo así la transducción de 




Figura 9. Antagonistas implicados en la regulación de las vías de señalización de 
Wnts. (a) Algunos antagonistas como sFRPs, CER y WIF-1 bloquean ambas vías de 
señalización mediante el secuestro de los ligandos Wnt. Pero las sFRPs también 
pueden actuar de forma dominante negativa, formando complejos de señalización 
inactivos con receptores Fz y evitando de este modo la transducción de señales. Por 
otra parte, las sFRPs podrían activar la vía de señalización de dos formas distintas, 
regulándose a sí mismas mediante la unión de unas con otras, o bien favoreciendo 
la interacción entre Wnt-Fz mediante su interacción simultánea con ambas 
moléculas. (b) Dkk-1 estimula la endocitosis de LRP5/6, bloqueando 
específicamente la señalización canónica. Además, Dkk-2 de podría actuar como 
activador de la vía de Wnts, dependiendo del contexto celular (Adaptado de 
Kawano and Kypta, 2003). 
2.5.2. Dkk (Dickkopf) 
 La familia Dkk consta de cuatro miembros (Dkk 1-4), que 
poseen dos dominios ricos en cisteína característicos separados por 
una región de unión de longitud variable. Dkk-1 es el miembro más 
estudiado de la familia, identificado originalmente como 
antagonista de Wnts. Se ha descrito que, además de ser capaz de 
unirse a LRP5/6, Dkk-1 interactúa con otros receptores 
denominados Kremen1 y 2 (Krm1-2), que estructuralmente 




formado por Krm-Dkk-LRP impide la señalización canónica de 
Wnts, promoviendo la endocitosis y la eliminación del co-receptor 
de la membrana plasmática (Figura 9b). Curiosamente, mientras que 
Dkk-1, -2 y -4 regulan la señalización de Wnt y se unen a los mismos 
efectores, Dkk-3 no parece tener efecto sobre la señalización de Wnt 
(Kawano and Kypta, 2003; Niehrs, 2006). No obstante, aunque el 
sello distintivo de la familia Dkk es su capacidad para modular la 
señalización de Wnt mediante su efecto inhibitorio, existen 
evidencias que apuntan a que Dkk-2 también puede activar la 
señalización de Wnt dependiendo del contexto celular (Figura 9b) 
(Niehrs, 2006). Por lo tanto, los niveles de LRP5/6 y Dkk-2 podrían 
determinar su actuación como inhibidor o activador. De este modo, 
si los niveles del co-receptor son bajos, Dkk-2 competiría con los 
ligandos Wnt y por lo tanto dificultaría la señalización, mientras que 
si los niveles son altos, la señalización a través de Dkk-2-LRP5/6 
podría compensar la falta de interacciones Wnt-Fz-LRP5/6 (Li et al., 
2002). Finalmente, la capacidad de Dkk-2 para actuar como agonista 
o antagonista también está regulada por el receptor Krm2, que 
transforma de forma definitiva a Dkk-2 en un inhibidor de Wnt 
(Niehrs, 2006). 
2.5.3. Wif-1 (Wnt inhibitory factor-1) 
 Wif-1 es un inhibidor secretable de la señalización Wnt cuyo 
mecanismo de acción consiste en secuestrar a los ligandos Wnt, 
impidiendo la interacción con sus receptores específicos (Figura 9a). 
Estructuralmente, Wif-1 presenta una señal de secreción en su 
extremo amino terminal, un dominio único WIF altamente 




encuentra presente en el dominio extracelular del receptor Ryk, y un 
extremo hidrófilo carboxilo terminal. En contraste con otros 
inhibidores que bloquean específicamente la vía canónica o de la β-
catenina, como los miembros de la familia Dkk, Wif-1 puede 
bloquear la activación tanto de la vía canónica como de las vías no 
canónicas de señalización Wnt (Hsieh et al., 1999; Kawano and 
Kypta, 2003). 
2.5.4. Cerberus (CER) 
 CER, aislado por primera vez en Xenopus laevis, es otro 
antagonista de Wnts perteneciente a la misma clase que Wif-1 y 
sFRPs, y su mecanismo de actuación consiste en secuestrar a los 
ligandos impidiendo su unión con el receptor (Figura 9a), por lo que 
se trata de un inhibidor general de Wnts, capaz de bloquear la 
señalización canónica y la no canónica. Estructuralmente, se 
caracteriza por presentar un dominio denominado “nudo de 
cisteínas” compartido por varias citoquinas, incluyendo miembros 
de la superfamilia TGFβ y sus antagonistas (Kawano and Kypta, 
2003). 
2.5.5. MicroARNs 
 Estudios recientes han demostrado la presencia de moléculas 
de microARN (miRs) con capacidad para regular la respuesta celular 
frente a las señales Wnt. Concretamente, se trata de moléculas de 
ARN monocatenario no codificante, de entre 21 a 23 nucleótidos de 
longitud, que reprimen la traducción o inducen la destrucción de 
otras moléculas de ARNm para las que son parcialmente 




 Se ha descrito que miR-200a impide  la transcripción 
mediada por β-catenina actuando directamente sobre la región 
3'UTR del ARNm de la β-catenina (Huang et al., 2010), mientras que 
otros miRs, como miR-21 o miR-203 pueden actuar sobre 
reguladores positivos de la señalización, tales como Wnt1 y Lef-1 
respectivamente, y que por tanto conducirían también a la inhibición 
de esta vía de señalización (Huang et al., 2010; Buechling and 
Boutros, 2011).  
 Por el contrario, existen estudios que describen un efecto 
activador o potenciador de la señalización por parte de ciertos miRs. 
Concretamente, se ha observado que tanto miR-135a/b como miR-
315 estimulan la señalización de Wnt inhibiendo la expresión de 
reguladores negativos como APC o Axina, respectivamente 
(Buechling and Boutros, 2011). 
2.6. FAMILIA DE PROTEÍNAS WNT EN EL SNC 
2.6.1. Implicación de la familia de proteínas Wnt en el desarrollo 
del SNC 
 Aunque Wnt1 (inicialmente conocido como Int-1) fue 
identificado originalmente como proto-oncogén en 1982 por Nusse 
y Varmus (Nusse and Varmus, 1982), con el paso de los años, tanto 
Wnt1 como Wg (Wingless), su ortólogo en Drosophila melanogaster, 
han emergido como morfógenos clave en la regulación del 
desarrollo embrionario. Esta familia de proteínas es responsable del 
mantenimiento de las células madre neurales, y resulta esencial en 
la diferenciación y la determinación del linaje celular, la orientación 




de forma local o autocrina sobre células adyacentes, o bien a 
distancia a través de la generación de gradientes en el tejido (Ciani 
and Salinas, 2005; Ille and Sommer, 2005).  
 Desde muy temprano en la embriogénesis de los 
vertebrados, la señalización Wnt controla la formación del eje 
antero-posterior y la organización neural. El establecimiento de un 
gradiente endógeno de Wnts es clave en la determinación de los 
destinos celulares durante la formación del tubo neural. La 
liberación de antagonistas de Wnts (como Dkk-1 o Cerberus) por 
tejidos anteriores es fundamental para la especificación de la región 
anterior del tubo neural (Ciani and Salinas, 2005). Por otra parte, el 
proceso de organización dorso-ventral también depende en gran 
medida de la señalización Wnt. Se ha descrito que la señalización 
Wnt está implicada en la determinación del carácter dorsal de las 
células en el telencéfalo, y también regula la organización de áreas 
específicas como el neocortex y el hipocampo. Al mismo tiempo, 
también interviene en la organización del cerebro posterior 
mediante procesos de neurogénesis y muerte celular programada 
(Ciani and Salinas, 2005; Ille and Sommer, 2005). 
 Durante el desarrollo, las neuronas de médula espinal se 
generan a partir de progenitores existentes en la zona ventricular. 
Diferentes estudios proponen que la generación de un gradiente 
dorso-ventral de Wnts podría regular la proliferación celular en la 
médula espinal, así como la especificación de los diferentes 
dominios en los cuales se generan los diversos tipos celulares que 
conformarán la médula espinal funcional adulta (Megason and 




señalización a través de la β-catenina regula un importante 
equilibrio entre la proliferación y la diferenciación celular en la 
médula espinal. La deficiencia de β-catenina resulta en una 
disminución de la proliferación de células progenitoras, frente a un 
incremento en su diferenciación. No obstante, no se puede obviar el 
hecho de la existencia de una regulación de la β-catenina 
independiente de Wnts que también puede estar implicada en estos 
procesos (Ciani and Salinas, 2005).  
2.6.2. Implicación de la familia de proteínas Wnt en el SNC adulto 
 La expresión de ligandos Wnt y de los componentes de sus 
vías de señalización en el SNC adulto sugiere que estas proteínas 
podrían estar implicadas en la homeostasis del tejido adulto. De 
hecho, existen evidencias que demuestran que las proteínas Wnt 
tienen un papel crucial en la fisiología sináptica y en la neurogénesis 
adulta (Inestrosa and Arenas, 2010; Zhang et al., 2011).  
 Respecto a la fisiología sináptica, los ligandos Wnt, a través 
de diferentes vías de señalización, actúan sobre las regiones pre- y 
post-sinápticas modulando la estructura y la funcionalidad de la 
sinapsis. Se ha descrito, por ejemplo, que Wnt7a modula el ciclo de 
la vesícula sináptica y la neurotransmisión en neuronas maduras 
hipocampales que, tras ser expuestas a Wnt7a temporalmente, ven 
aumentada la tasa de exocitosis de sus vesículas sinápticas, 
sugiriendo que este ligando modula la liberación de 
neurotransmisores en el terminal nervioso pre-sináptico. Por otra 
parte, también se ha observado que Wnt5a, a través de las vías de 




receptores glutamatérgicos y la funcionalidad de la región post-
sináptica excitadora en el SNC adulto (Inestrosa and Arenas, 2010). 
 La neurogénesis adulta es un proceso que implica la 
proliferación y la especificación del destino celular de los 
progenitores neurales adultos, y su subsiguiente diferenciación, 
maduración, migración e integración funcional en los circuitos 
neuronales existentes. En este contexto, cada vez existen más 
evidencias que confieren un importante papel a la señalización 
Wnt/β-catenina en la neurogénesis adulta y, concretamente, en la 
proliferación de células madre neurales (Michaelidis and Lie, 2008). 
Asimismo, se ha propuesto que la β-catenina puede inhibir la 
diferenciación neuronal en el proceso de neurogénesis adulta, ya 
que se ha observado que su activación parece inducir la proliferación 
de los progenitores neurales, mientras que su inhibición a través de 
la fosforilación por GSK-3β parece inducir la diferenciación selectiva 
de las células madre en neuronas (Zhang et al., 2011). 
 Por otra parte, cada vez existen más evidencias 
experimentales que demuestran una importante asociación entre 
alteraciones en la señalización Wnt y distintas neuropatologías, 
entre ellas ciertas enfermedades neurodegenerativas tales como 
Alzheimer (De Ferrari et al., 2003; Inestrosa and Toledo, 2008), 
Huntington (Godin et al., 2010), Parkinson (L'Episcopo et al., 2011a), 
esclerosis lateral amiotrófica (ELA) (Chen et al., 2012; Li et al., 2013; 
Wang et al., 2013; Yu et al., 2013), y la propia LM (Liu et al., 2008b; 
Yin et al., 2008; Miyashita et al., 2009; Fernandez-Martos et al., 2011; 





 Como resultado de todo lo anteriormente expuesto podemos 
concluir que, a pesar del limitado conocimiento existente acerca de 
la implicación de la familia de proteínas Wnt en los complejos 
mecanismos moleculares y celulares que gobiernan la fisiopatología 
de la LM, evidencias indirectas de su participación en procesos 
biológicos comunes para diferentes tipos de lesiones o alteraciones 
del SNC invitan a pensar en esta familia de proteínas como un 
elemento clave en la regulación de estos mecanismos 
fisiopatológicos subyacentes en este tipo de neuropatologías. Por lo 
tanto, la investigación con respecto a la existencia de una 
señalización Wnt activa en la médula espinal adulta, así como la 
modulación espacio-temporal de los diferentes miembros 
implicados en las vías de señalización en el contexto de la LM resulta 
esencial a la hora de desarrollar posibles terapias eficaces capaces de 
modular estas vías de señalización para controlar los múltiples 












 Basándonos en evidencias previas en cuanto a la presencia y 
participación de esta familia de proteínas en diferentes alteraciones 
del SNC adulto, el objetivo general de la presente tesis es la 
caracterización del patrón de expresión de diferentes miembros 
implicados en las vías de señalización de Wnts en la médula espinal 
adulta intacta, así como su posible modulación a lo largo del tiempo 
tras la inducción de una LM traumática experimental, con el fin 
último de generar el conocimiento esencial que sustente el desarrollo 
de terapias eficaces y eficientes basadas en la familia de proteínas 
Wnt para el tratamiento de la LM y, por extensión, otras patologías 
con mecanismos subyacentes compartidos. 
 Los objetivos específicos son los siguientes: 
1. Analizar el patrón de expresión de ARNm de los diferentes 
ligandos Wnt conocidos, mediadores intracelulares e 
inhibidores solubles en la médula espinal de ratas adultas en 
condiciones normales, así como su modulación a lo largo del 
tiempo tras la inducción de una LM de tipo contusivo 
(artículo I). 
2. Evaluar la activación de la vía de señalización canónica de 
Wnt en la médula de ratas adultas en condiciones normales, 
así como las variaciones provocadas por una LM de tipo 
contusivo (artículo I). 
3. Analizar el patrón de expresión de ARNm y proteína para 
los diferentes receptores Fz conocidos, determinando 
específicamente qué tipos celulares expresan el receptor Fz5, 
en la médula espinal de ratas adultas en condiciones 
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normales, así como su modulación tras la inducción de una 
LM de tipo contusivo (artículo II). 
4. Analizar el patrón de expresión de ARNm de los ligandos 
Wnt, receptores Fz, co-receptores, mediadores intracelulares 
e inhibidores solubles en la médula espinal de ratones 
adultos en condiciones normales, así como su modulación a 
lo largo del tiempo tras la inducción de una LM de tipo 
lacerante (hemisección dorsal) (artículo III). 
5. Determinar específicamente qué tipos celulares expresan los 
receptores Fz1 y Fz4 en la médula espinal de ratones adultos 
en condiciones normales, así como las variaciones en los 
patrones de expresión celular tras la inducción de una LM de 





























Expresión diferencial de la familia de proteínas Wnt en ratas 
adultas en un modelo de LM por contusión 
 Aunque las funciones de la familia de proteínas Wnt durante 
el desarrollo juegan un papel clave, se sabe muy poco acerca de sus 
patrones de expresión y de sus funciones en el SNC adulto tanto en 
condiciones fisiológicas como patológicas. En este contexto,  este es 
el primer trabajo que demuestra la expresión constitutiva de Wnts 
en la médula espinal adulta de la rata y su regulación diferencial 
después de una LM traumática. 
La expresión de los ligandos Wnt perdura en la médula espinal 
adulta y es modulada por la lesión 
 Mediante la utilización de RT-qPCR, en el presente trabajo se 
demuestra que el ARNm de la mayoría de los ligandos Wnt se 
expresa de forma constitutiva en la médula espinal adulta (tan sólo 
el ARNm de Wnt3, 3a, 8a y 8b se mantuvo por debajo del nivel de 
detección), y que la LM traumática induce variaciones dependientes 
del tiempo en la expresión de estos ARNm (figura 1), con diferentes 
patrones de expresión que nos permiten distinguir entre lo que 
hemos denominado ligandos de inducción temprana (entre 6 hpi y 
3 dpi: Wnt1, 2a, 2b, 7b, 10b, 15, 16) y de inducción tardía (desde 1-3 
hasta 7-14 dpi: Wnt4, 5a, 5b, 6, 9, 11). 
Los inhibidores y moduladores de Wnts se expresan de forma 
diferencial en la médula espinal adulta sana y lesionada 
 En este caso, nuestro estudio se centró en las familias de 




estas moléculas se expresaron en la médula espinal adulta no 
lesionada (excepto sFRP-4 y sFRP-5). Tras la lesión, la expresión de 
los inhibidores solubles Dkk-1/4 y sFRP-1/2 se vio incrementada 
entre las 6 horas y los 3 dpi. Por el contrario, Wif-1 sufrió un descenso 
en sus niveles de expresión desde las 24 hpi hasta el final del estudio 
(figura2). 
La señalización canónica de Wnt está activa en la médula espinal 
adulta y en las células presentes alrededor del epicentro de la lesión 
 En primer lugar, los co-receptores LRP5/6, necesarios para 
la señalización canónica, se expresan en la médula espinal adulta y 
su patrón de expresión de ARNm sufre pocas variaciones tras la 
lesión (figura 3). Por otra parte, la inmunohistoquímica frente a 
fosfo-LRP6 mostró que el co-receptor activo se distribuye de forma 
homogénea en la sustancia gris, y que tras una disminución inicial a 
las 24 hpi, se detectó en varias células alrededor del epicentro de la 
lesión (figura 4). Estos resultados se corresponden con el incremento 
de la isoforma fosforilada activa de Dvl-3 desde el día 1 al 7 
observado mediante Western blot (figura 4). Finalmente, la 
expresión del ARNm de β-catenina se ve incrementado después de la 
lesión, alcanzando un máximo entre las 6-24 hpi, y regresando a los 
niveles basales a partir de los 14 dpi (figura 3). Además, la expresión 
proteica de la β-catenina activa se observó principalmente en la 
sustancia gris con un patrón que sugiere un marcaje vascular. Tras 
la lesión, este patrón se ve alterado, y la β-catenina se expresa en 
células que rodean el epicentro de la lesión, para finalmente 





































































Patrón de expresión espacio-temporal de los receptores 
Frizzled después de una LM contusiva en ratas adultas 
 En base a las evidencias experimentales obtenidas en el 
anterior trabajo, en el cual se describe cómo las proteínas Wnt se 
expresan en la médula espinal adulta y son reguladas 
transcripcionalmente por la lesión, en el presente estudio se analizó 
el patrón de expresión espacio-temporal de ARNm y proteína de los 
receptores Fz tras la lesión, mediante RT-qPCR e 
inmunohistoquímica simple y doble, respectivamente. 
Patrón de expresión temporal del ARNm de los receptores Fz en la 
médula espinal adulta intacta y después de la LM 
 Mediante la utilización de RT-qPCR, en el presente trabajo se 
demuestra que el ARNm de la mayoría de los receptores Fz (Fz2, 4, 
5, 7, 8, 9 and 10) se expresa de forma constitutiva en la médula 
espinal adulta en condiciones normales (tan sólo el ARNm de Fz1, 3 
y 6 se mantuvo por debajo del nivel de detección). Tras la lesión, 
observamos variaciones en el patrón de expresión del ARNm de los 
receptores a lo largo del tiempo (figura 1). 
Patrón de expresión espacio-temporal proteico de los receptores Fz 
en la médula espinal adulta intacta y después de la LM 
 A continuación, se analizó si estos cambios detectados en los 
ARNm de los receptores Fz se veían reflejados a nivel de proteína 
mediante el uso de inmunohistoquímica simple. Todos estos 
receptores Fz (Fz2, 4, 5, 7, 8, 9 y 10) fueron identificados a nivel de 
proteína tanto en condiciones fisiológicas como después del proceso 




correspondientes al epicentro de la lesión se observó un cambio 
drástico en sus patrones espacio-temporales de expresión, mientras 
que por el contrario, no se observaron variaciones en las regiones 
alejadas del epicentro. 
Patrón de expresión celular del receptor Fz5 en la médula espinal 
intacta y después de la LM 
 Para evaluar qué tipos celulares expresan de forma específica 
receptores Fz y si los cambios observados en los patrones de 
expresión espacio-temporal implican variaciones en sus patrones de 
expresión celular, analizamos la expresión celular de Fz5 tanto en la 
médula espinal intacta como después de la lesión. Este receptor fue 
seleccionado para este estudio a modo de representación, ya que es 
el miembro más inducido en todos los tiempos post-lesión 
evaluados. En la médula espinal no lesionada, Fz5 es expresado por 
neuronas, oligodendrocitos, astrocitos, microglía quiescente y 
precursores gliales NG2 (figura 9). Tras la lesión, la expresión del 
receptor se mantiene en oligodendrocitos, astrocitos y precursores 
gliales NG2, pero también se observó en axones a todos los tiempos 
evaluados. Además, se identificó expresión de Fz5 en microglía 





































































































La familia de proteínas Wnt se expresa en la médula espinal 
de ratones adultos y la LM provoca una inducción 
diferencial de sus diferentes miembros 
 En los trabajos anteriores se ha demostrado la expresión 
constitutiva de la mayoría de los ligandos Wnt, receptores e 
inhibidores, así como la presencia de la señalización canónica de 
Wnt activa en la médula espinal de ratas adultas, y cómo la LM 
traumática provoca una regulación diferencial en su expresión. Sin 
embargo, el único trabajo que describe un papel de las proteínas Wnt 
en ratones con LM afirma que las Wnts no se expresan en los 
individuos adultos, y que tras una lesión de tipo hemisección, sólo 
unos pocos ligandos Wnt y receptores son re-inducidos. En base a 
todo lo anterior, en el presente estudio hemos decidido evaluar los 
patrones de expresión de los diferentes componentes de la 
señalización de Wnt mediante RT-qPCR e inmunohistoquímica en 
ratones adultos no lesionados, y tras una LM de tipo hemisección.  
La expresión de los ligandos Wnt se prolonga en la médula espinal 
de ratones adultos y es modulada por la lesión 
 En concordancia con nuestros resultados previos en ratas, en 
el presente trabajo observamos que la mayoría de los ligandos Wnt 
se expresan en la médula espinal adulta intacta de los ratones, y tan 
sólo el ARNm de Wnt8b se mantuvo por debajo del nivel de 
detección. Tras la lesión, la mayoría de los ligandos Wnt vieron 
disminuida la expresión de sus ARNm de forma significativa en los 
tiempos post-lesión analizados (figura 1). Tan sólo cuatro ligandos 




Wnt2 (entre los 3 y los 7 dpi) y Wnt10b (con dos picos de expresión a 
6 hpi y 7 dpi). 
Los receptores canónicos y no canónicos de Wnts se expresan en la 
médula espinal de ratones adultos sanos y lesionados 
 A continuación, se determinaron los perfiles de expresión de 
ARNm de los 10 receptores Fz, los co-receptores LRP5/6 y el 
receptor Ryk, y observamos niveles de expresión detectables para 
todos ellos en la médula espinal no lesionada. Sin embargo, después 
de la lesión, la mayoría de los receptores Fz mostraron una 
reducción significativa en sus niveles de expresión a tiempos 
tempranos (6-24 hpi), seguido por un aumento gradual hasta 
alcanzar los niveles máximos de expresión en los últimos tiempos 
analizados (figura 2). Tan sólo Fz4 mostró un patrón de expresión 
temprano (6-24 hpi). Posteriormente, utilizando 
inmunohistoquímica simple y doble, se determinó la expresión 
proteica de Fz1 y Fz4, como receptores representativos de los 
patrones de expresión de ARNm observados. En la médula espinal 
no lesionada, Fz1 fue identificado en neuronas localizadas en todas 
las láminas de la médula y en oligodendrocitos, y a 14 dpi  se localizó 
en estos mismos tipos celulares en el parénquima preservado que 
rodea el tejido lesionado (figura 3). En el caso de Fz4, su localización 
celular parece restringida a los astrocitos, tanto en la médula no 
lesionada como tras 6 hpi (figura 4).  
Los inhibidores y moduladores de la señalización Wnt se expresan 




 La mayoría de los inhibidores de Wnts (Dkks, sFRPs y Wif-1) 
se expresan en la médula espinal adulta no lesionada (con la 
excepción de sFRP4 y sFRP5), y tras el daño su expresión se ve 
modulada de forma diferente, con picos de expresión tempranos 
(Dkk1), tardíos (Dkk2) o patrones bifásicos (Dkk4). Además, mientras 
que las sFRPs experimentaron un descenso dramático en sus niveles 
de expresión tras la lesión, los niveles de expresión de Wif-1 fueron 
fuertemente inducidos a partir de los 3 dpi (figura 5). 
La señalización canónica de Wnt está constitutivamente activa en 
la médula espinal de ratones adultos 
 Por último, determinamos que los componentes claves de la 
señalización canónica β-catenina, GSK-3β, Lef1, Axin1 y Axin2 son 
expresados de forma constitutiva y, después de la lesión, sus niveles 
de expresión sufrieron un descenso o no se vieron afectados durante 
la mayoría de los tiempos analizados, a excepción de Axin2 (pico a 
14 dpi) y de Lef1 (patrón bifásico con dos picos a 6 hpi y 7 dpi) (figura 
6). 
 Además, mediante la determinación de la actividad 
transcripcional inducida en los ratones BATgal, observamos que la 
señalización canónica de Wnt se encuentra constitutivamente activa 
en las neuronas de las astas dorsales y en células del canal central 
medular. Después de lesión, no se observó ningún aumento en e9l 


































La familia de proteínas Wnt se expresan en SNC adulto en 
condiciones fisiológicas 
Durante los últimos años, diversos estudios están sugiriendo la 
implicación de la familia de proteínas Wnt y de sus vías de 
señalización en la fisiología del SNC adulto, incluyendo la médula 
espinal, dónde participan regulando procesos como la neurogénesis 
(Lie et al., 2005; Michaelidis and Lie, 2008; Feigenson et al., 2009), el 
mantenimiento de la BHE (Polakis, 2008), o modulando la estructura 
y la funcionalidad de las sinapsis (Cerpa et al., 2008; Farias et al., 
2009; Inestrosa and Arenas, 2010; Dickins and Salinas, 2013; Purro et 
al., 2014). Los resultados presentados en esta tesis doctoral, 
coincidiendo con la bibliografía existente, muestran que la mayoría 
de los ligandos Wnt, junto con sus receptores, inhibidores y 
moduladores mejor conocidos, continúan presentes en la médula 
espinal de ratas y ratones adultos, y sugieren que las vías de 
señalización de Wnts podrían jugar un importante papel en la 
fisiología de la médula espinal adulta. En este contexto, nuestros 
estudios demuestran que la vía canónica se encuentra 
constitutivamente activa en la médula espinal adulta en condiciones 
fisiológicas, como podemos observar a través de la detección de la 
isoforma de Dvl-3 activa mediante Western blot, y de las formas 
activas de LRP6 y β-catenina principalmente en la sustancia gris de 
la médula intacta de ratas adultas. Mientras que LRP6 se distribuye 
de forma homogénea por la sustancia gris, la β-catenina se expresa 
con un patrón que sugiere su localización mayoritariamente 
vascular, coincidiendo con la bibliografía existente que la describe 
como un componente estructural de las uniones adherentes entre 
DISCUSIÓN 
  136 
células endoteliales (Vorbrodt and Dobrogowska, 2003; Liebner et 
al., 2006). Asimismo, la β-catenina activa también se halla en el canal 
central de las ratas y de los ratones transgénicos BATgal, en los que 
además se observa una activación de la vía canónica restringida a 
unas pocas neuronas localizadas en las astas dorsales. 
La localización de diferentes receptores Fz (Fz2, -5, -8, -9 y -10) 
en células del canal central de rata, así como la activación de la vía 
canónica junto con la expresión de marcadores de células madre 
(Sox9 y Vimentina) en el canal central de ratones transgénicos 
BATgal, sugiere una posible implicación de las vías de señalización 
de Wnts en la regulación de este nicho neurogénico descrito en la 
médula espinal adulta (Meletis et al., 2008). En otras regiones 
neurogénicas del SNC adulto, como el hipocampo, la SVZ y el bulbo 
olfatorio, se ha descrito que la vía de señalización de la β-catenina se 
encuentra activa en diversas poblaciones de células progenitoras 
(Lie et al., 2005; Adachi et al., 2007). Diferentes autores han 
demostrado el importante papel de la señalización Wnt, y en 
especial de la vía canónica, en la biología de las células madre y los 
progenitores neurales. Por ejemplo, se ha descrito que los ligandos 
Wnt3a y Wnt5a regulan los procesos de proliferación y 
diferenciación neuronal en progenitores neurales de SVZ de rata en 
cultivo (Muroyama et al., 2004; Yu et al., 2006). 
Asimismo, los receptores Fz analizados tanto en el estudio 
realizado en ratas como en el de ratones, están presentes en 
diferentes células con morfologías de tipo glial y neuronal en la 
médula espinal intacta, indicando un posible papel de esta familia 
de proteínas en los eventos fisiológicos descritos anteriormente. En 
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nuestro trabajo en ratón hemos localizado el receptor Fz1 en las 
neuronas de la médula espinal, y se ha descrito que este receptor se 
encuentra presente en neuronas de hipocampo de rata en cultivo y 
en terminales sinápticos del cerebro de ratas adultas, participando 
en la modulación de la estructura y la función presináptica (Varela-
Nallar et al., 2009). Del mismo modo, existen trabajos in vitro que 
indican que Fz5 participa en la modulación de la sinaptogénesis 
(Sahores et al., 2010), y nuestros resultados muestran la localización 
neuronal de este receptor en el tejido medular de rata.  
 En el contexto de la médula espinal, cabe destacar que el 
grupo de Liu y colaboradores realizó un estudio en el cual se analizó, 
mediante la utilización de hibridaciones in situ (ISH), la expresión 
de los ligandos Wnt y de los receptores Fz en la médula espinal 
intacta de ratones adultos, pero ninguno de los 19 ligandos Wnt o de 
los 10 receptores Fz presentó niveles de expresión detectables (Liu 
et al., 2008b). Sin embargo, otro trabajo reciente ha demostrado la 
expresión del ARNm de ligandos Wnt y receptores Fz en la médula 
espinal de ratones adultos no lesionados utilizando esta misma 
técnica (Lein et al., 2007). En esta misma línea, los estudios 
realizados por Yu y colaboradores (Yu et al., 2013), así como el 
trabajo llevado a cabo por nuestro propio grupo en ratón utilizando 
técnicas de RT-qPCR, proporcionan nuevos datos que demuestran 
que la mayoría de los ligandos Wnt y de los receptores Fz se 
expresan en la médula espinal de ratones no lesionados, tanto a nivel 
de ARNm como a nivel de proteína. Consideramos que las 
discrepancias entre los resultados obtenidos por nuestro laboratorio 
y los publicados por Liu y colaboradores podrían deberse a las 
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diferencias metodológicas, ya que las diferentes técnicas utilizadas 
presentan distinto nivel de sensibilidad. Por otra parte, no podemos 
descartar el hecho de la utilización de diferentes cepas de ratón, 
aunque en este caso, resultados obtenidos en nuestro laboratorio 
pero no mostrados en la presente tesis doctoral mostraron la 
existencia de niveles de expresión de ARNm detectables en la misma 
cepa de ratón utilizada en el trabajo de Liu y colaboradores. 
La expresión de la familia de proteínas Wnt se ve modulada por la 
LM 
 Al igual que ocurre en condiciones fisiológicas, diferentes 
evidencias experimentales muestran una asociación entre la 
existencia de alteraciones en la señalización Wnt con distintas 
enfermedades neurodegenerativas, tales como Alzheimer (De 
Ferrari et al., 2003; Inestrosa and Toledo, 2008), Huntington (Godin 
et al., 2010), Parkinson (L'Episcopo et al., 2011a) o ELA (Chen et al., 
2012; Li et al., 2013; Wang et al., 2013; Yu et al., 2013). En este sentido, 
aunque el conocimiento sobre las funciones de la familia de 
proteínas Wnt en condiciones neuropatológicas es escaso, diferentes 
modelos experimentales, tanto in vitro como in vivo, han demostrado 
que la familia de proteínas Wnt está implicada en procesos 
biológicos comunes para diferentes tipos de lesiones o alteraciones 
del SNC, incluida la LM, tales como la supervivencia neuronal 
(Alvarez et al., 2004; Cappuccio et al., 2005; Caricasole et al., 2005; 
Caraci et al., 2008; Inestrosa and Toledo, 2008; Liu et al., 2008a; 
Toledo et al., 2008; Mastroiacovo et al., 2009), la reactividad de las 
células de la microglía/macrófagos (Blumenthal et al., 2006; Pereira 
et al., 2008; Pereira et al., 2009; Halleskog et al., 2011; Kilander et al., 
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2011a), la regeneración axonal (Liu et al., 2008b; Li et al., 2009; 
Miyashita et al., 2009) y la movilización y diferenciación de los 
precursores neurales presentes en el SNC adulto (Parish et al., 2008; 
Yin et al., 2008; Fancy et al., 2009; White et al., 2010; Cui et al., 2011). 
A pesar de todo lo anteriormente expuesto, el patrón de expresión 
de estas proteínas tras una LM sigue siendo prácticamente 
desconocido, lo que limita una comprensión mayor de sus funciones 
en esta neuropatología. Por este motivo, decidimos estudiar el 
patrón de expresión espacio-temporal y celular de la familia de 
proteínas Wnt en la médula espinal lesionada, utilizando para ello 
un modelo experimental murino de LM traumática clínicamente 
relevante. 
 A lo largo de los tres trabajos que componen esta tesis 
doctoral, presentamos novedosos datos que muestran cómo el 
trauma medular induce un cambio dramático y dependiente del 
tiempo en el patrón fisiológico de expresión de los ARNm de los 
diferentes componentes de la señalización Wnt, tanto en el caso de 
la rata como en el ratón. Nuevamente, nuestros resultados entran en 
contradicción con el trabajo publicado por Liu y colaboradores, 
puesto que en su modelo de hemisección en ratón y mediante la 
utilización de ISH, únicamente detectaron la expresión de los 
ligandos  Wnt1, Wnt4 y Wnt5a y del receptor Fz1, todos ellos con un 
patrón de inducción de los niveles de expresión temprano (24 hpi), 
que disminuyó progresivamente con el tiempo hasta el final del 
estudio (Liu et al., 2008b). Sin embargo, nuestros estudios en ratón 
utilizando técnicas de RT-qPCR demuestran que tras la LM por 
hemisección, se produce una regulación transcripcional de la 
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expresión de la mayoría de los genes evaluados (Gonzalez-
Fernandez et al., 2013). Una vez más, llegados a este punto, debemos 
tener presente el hecho de la utilización de técnicas diferentes entre 
ambos estudios, pero sin olvidar que también están descritas 
diferencias entre cepas distintas de ratón en la respuesta frente a 
procesos como excitotoxicidad, inflamación o neurogénesis 
(Steward et al., 1999; Inman et al., 2002; Kigerl et al., 2006).  
Participación de la familia de proteínas Wnt en los procesos 
inflamatorios inducidos por la LM 
 En el contexto de la LM, algunas evidencias indirectas de la 
literatura, junto con los patrones de expresión espacio-temporales 
observados en esta tesis, sugieren un posible papel de esta familia 
de proteínas en el conjunto de eventos que caracterizan esta 
neuropatología. Como se vio en la introducción, la extensión del 
daño secundario tras la LM traumática depende en gran medida de 
la respuesta inflamatoria inducida por el daño (Hausmann, 2003; 
Profyris et al., 2004). Recientemente, se ha descrito la expresión de 
ligandos Wnt y componentes de sus vías de señalización en células 
inmunitarias del SNC adulto de mamíferos, como los 
macrófagos/microglía (Halleskog et al., 2011; Gonzalez et al., 2013) 
y los astrocitos (L'Episcopo et al., 2011b; Gonzalez et al., 2013), lo que 
sugiere que esta familia de proteínas podría desempeñar un papel 
relevante en la regulación de la respuesta inflamatoria. De hecho, 
recientes estudios han demostrado una sobre-expresión de Wnt5a 
por los macrófagos periféricos, que a través de su unión al receptor 
Fz5, conduce a un aumento en la producción de citoquinas pro-
inflamatorias y quimiocinas por parte de los mismos (Blumenthal et 
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al., 2006; Pereira et al., 2008; Pereira et al., 2009). Asimismo, en 
cultivos primarios de células microgliales de ratón, se ha 
comprobado la expresión de ciertos receptores Fz, y cómo la 
estimulación de estas células mediante el ligando Wnt3a conduce a 
la activación de la vía de señalización de β-catenina y a la inducción 
de un perfil pro-inflamatorio, activando la proliferación y la 
expresión de citoquinas pro-inflamatorias (Halleskog et al., 2011). En 
esta línea, nuestros resultados coinciden en la localización del 
receptor Fz5 en células de tipo macrófago/microglía reactiva en las 
áreas lesionadas entre los 3 y los 14 dpi, correspondiéndose con el 
pico de activación de estas células (Loane and Byrnes, 2010), así 
como  con un aumento de la producción de diferentes ligandos Wnt, 
tales como el propio Wnt5a a partir de las 24 hpi hasta el final del 
estudio. Existen evidencias experimentales que demuestran que tras 
una lesión medular, los astrocitos reactivos presentes en el epicentro 
expresan Wnt5a a 1 y 7 dpi (Miyashita et al., 2009). Asimismo, 
nuestros resultados demuestran como en los diferentes tiempos 
post-lesión analizados, otros receptores tales como Fz2, -7, -8, -9 y -
10, se expresan en la zona de lesión en células que, por su morfología 
ameboidea y carente de procesos, se asemejan a células de tipo 
microglía/macrófagos reactivos. Es importante destacar que 
nuestros estudios muestran distintos patrones de expresión entre 
ratas y ratones, como se observa, por ejemplo, en el caso de Wnt3a, 
el cual no hemos detectado en caso de la rata, mientras que en el 
ratón observamos un descenso significativo en sus niveles de ARNm 
a partir de 3 dpi. Otro ejemplo sería el ligando Wnt5a, el cual ve 
inducida su expresión a partir de las 24 horas tras la lesión en la rata, 
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mientras que en el ratón observamos un descenso significativo en 
sus niveles de ARNm en todos los tiempos analizados. Las 
diferencias observadas en los patrones de expresión de ratas y 
ratones podrían deberse a las diferentes respuestas inflamatorias 
descritas entre estas dos especies (Sroga et al., 2003). Las principales 
diferencias descritas a nivel de respuesta inflamatoria las 
encontramos en la infiltración de linfocitos T, que en el caso de la 
rata es máxima entre los 3-7 dpi y después disminuye durante las 
semanas siguientes, mientras que en el ratón no se observa 
acumulación de estas células en la zona de lesión hasta las 2 semanas 
después de producirse el daño. Además, en la rata observamos una 
infiltración de células dendríticas en la zona de lesión concomitante 
con esta entrada de células T, mientras que en el caso del ratón esto 
no se produce (Sroga et al., 2003; Surey et al., 2014). Además, 
únicamente en el caso del ratón, se han observado unas células que 
podrían derivar de progenitores en circulación por el torrente 
sanguíneo, que son reclutadas en el lugar de la lesión y participarían 
en procesos de fibrosis, angiogénesis o activación de células T (Sroga 
et al., 2003). 
Participación de la familia de proteínas Wnt en los procesos de 
supervivencia y muerte celular inducidos por la LM 
 Otra de las principales causas de los déficits funcionales 
asociados con la LM es la muerte de neuronas y oligodendrocitos 
debido a la apoptosis inducida por los procesos de daño secundario 
que se han descrito con detalle en la introducción (Kwon et al., 2004; 
Profyris et al., 2004). En este sentido, recientes estudios tanto in vitro 
como in vivo sugieren que la señalización a través de Wnts podría 
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desempeñar un importante papel en la supervivencia neuronal. Se 
ha descrito que la activación de la vía canónica a través del ligando 
Wnt3a en neuronas hipocampales en cultivo protege frente al efecto 
neurotóxico del péptido Aβ (Alvarez et al., 2004). Por el contrario, el 
inhibidor canónico Dkk1 es inducido en estas neuronas en 
degeneración cuando son estimuladas con el péptido Aβ, o son 
sometidas a condiciones de isquemia y excitotoxicidad (Cappuccio 
et al., 2005; Caraci et al., 2008), y esta inhibición de la vía canónica 
afecta negativamente a la supervivencia neuronal. Además, la 
expresión de Dkk1 también se ha descrito en las neuronas que se 
encuentran en proceso de degeneración en el cerebro de pacientes 
de Alzheimer (Caricasole et al., 2004). En nuestro modelo de LM en 
rata, observamos una inducción temprana en la expresión de 
ligandos canónicos como Wnt1 o Wnt2a, junto con un aumento de 
la isoforma fosforilada activa de Dvl-3 a partir de 24 hpi respecto al 
control no lesionado. Esta situación coincide en el tiempo con una 
clara sobre-expresión de la familia de inhibidores canónicos Dkk, 
especialmente Dkk1. Sin embargo, tras la LM en ratón, observamos 
un descenso generalizado en los niveles de expresión de la mayoría 
de los ligandos Wnts concomitante con la sobre-expresión de 
inhibidores como Dkks y Wif-1, coincidiendo con el periodo de 
tiempo en el que se enmarca el proceso de muerte neuronal. Como 
ya se comentó anteriormente, las variaciones existentes en la 
respuesta inflamatoria, junto con unos mayores niveles de factores 
pro-angiogénicos (VEGF-A, PECAM1, etc.) y pro-regenerativos 
(FGF-2) en las áreas lesionadas del ratón respecto de la rata (Surey 
et al., 2014), podrían suponer una importante diferencia en cuanto a 
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los procesos de muerte celular secundaria que sobrevienen en ambas 
especies animales tras la LM, lo cual podría influir en las diferencias 
observadas en los patrones de expresión de Wnts entre rata y ratón. 
Por otra parte, nuestros resultados en rata muestran la presencia de 
los receptores Fz2, -8, -9 y -10 en células que presentan una 
morfología de tipo neuronal, y de Fz2, -7, -8, -9 y -10 en células de la 
sustancia blanca que muestran una morfología de tipo glial, tanto en 
la médula espinal intacta como en el parénquima medular 
preservado que rodea el tejido lesionado. De hecho, al caracterizar 
con mayor detalle el patrón celular de expresión de los receptores 
Fz1 y Fz5, hemos demostrado que ambos receptores se expresan en 
neuronas y células oligodendrogliales de ratones y ratas, 
respectivamente. En consonancia, cabe destacar que recientemente 
se ha demostrado la implicación del receptor Fz5 en la supervivencia 
de las neuronas en el núcleo parafascicular del tálamo en 
condiciones fisiológicas (Liu et al., 2008a). Por tanto, aunque no 
tenemos ninguna evidencia experimental que confirme  la función 
fisiológica de estos ligandos y receptores, tanto su localización 
celular, como sus niveles de expresión y su distribución específica a 
nivel de tejido, parecen sugerir su implicación en los procesos de 
supervivencia neuronal y oligodendroglial. 
La familia de proteínas Wnt participa activamente en los procesos 
de reactividad glial y regeneración axonal inducidos por la LM 
 La reactividad astroglial también juega un papel crítico en la 
progresión de la fisiopatología de la LM (Profyris et al., 2004; Silver 
and Miller, 2004). Los astrocitos reactivos, entre otras muchas 
funciones, participan en la regeneración de la BHE comprometida, y 
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van a dar lugar a la formación de una cicatriz glial que delimita el 
tejido nervioso dañado y proporciona soporte estructural, aunque 
por otra parte, supone la creación de un ambiente altamente 
inhibitorio frente a la regeneración axonal (Pekny and Pekna, 2004; 
Pekny and Nilsson, 2005). En este contexto, nuestros resultados 
muestran que todos los receptores Fz detectados en el modelo de 
rata se localizaron en células que presentan un soma poligonal de 
pequeño tamaño y numerosos procesos celulares, y que se sitúan en 
el parénquima medular preservado que rodea el epicentro de la 
lesión a 7 y 14 dpi. Esta morfología y localización se corresponde con 
la de astrocitos reactivos que están formando la cicatriz glial en estos 
tiempos post-lesión (Popovich et al., 1997). Más específicamente, 
hemos observado que el receptor Fz5 se expresa en células 
astrogliales ubicadas en las zonas afectadas por la lesión en todos los 
tiempos evaluados, siendo su expresión más evidente a los 7 y 14 
dpi coincidiendo con la formación de la cicatriz glial. Además, los 
niveles de β-catenina y LRP6 activos se incrementaron en estos 
mismos tiempos post-lesión y en células localizadas en estas mismas 
áreas, concentrándose alrededor del quiste en desarrollo, lo que 
parece indicar que la vía canónica está activa en estas células 
implicadas en la formación de la cicatriz glial. En el caso del ratón, 
nuestros estudios muestran que el receptor Fz4 se expresa en  
astrocitos presentes en el tejido medular preservado, pero no se 
detectaron variaciones en cuanto a su distribución espacio-temporal 
tras la lesión. Tampoco se observaron variaciones en relación a la 
activación de la vía canónica, puesto que no se detectaron cambios 
en el patrón de expresión celular y espacial de las células β-
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galactosidasa positivas tras la lesión. También en este caso 
encontramos evidencias en la literatura que demuestran una 
respuesta gliótica diferencial entre ambas especies animales, que 
resulta en la formación de una cavidad quística que se extiende 
rostro caudalmente y que es el resultado de la eliminación del tejido 
dañado por las células fagocíticas en el caso de las ratas, mientras 
que los ratones carecen prácticamente de este proceso de cavitación, 
y el área de la lesión es ocupada por células inflamatorias y tejido 
conectivo (Byrnes et al., 2010). Además, la zona de lesión de los 
ratones presenta niveles elevados de moléculas de matriz 
extracelular (laminina, colágeno, etc.) en comparación con las ratas, 
que proporcionan soporte estructural y favorecen la recuperación 
del tejido dañado (Surey et al., 2014). 
 Íntimamente relacionada con la reactividad glial y la 
formación de la cicatriz glial se halla la capacidad de regeneración 
axonal en el SNC, y existen estudios que describen la implicación de 
la familia de proteínas Wnt en este proceso. Tanto el ligando Wnt5a 
como el receptor Ryk se ven inducidos en astrocitos reactivos y 
axones, respectivamente, tras una LM, y la inhibición mediante 
anticuerpos bloqueantes de Ryk estimula el crecimiento axonal y 
mejora la recuperación funcional tanto en ratas (Miyashita et al., 
2009) como en ratones (Liu et al., 2008b). Además, el trasplante de 
fibroblastos secretores de Wnt3a una semana después de una LM en 
ratas adultas promueve una mejora de la recuperación locomotora 
mediante la estimulación de la regeneración axonal (Suh et al., 2011). 
Nuevamente, nuestros estudios en rata y ratón arrojan resultados 
diferentes. Pero también hay que tener en consideración las 
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evidencias ya comentadas que indican que los ratones presentan una 
respuesta pro-angiogénica y una reparación tisular más robusta que 
las ratas tras la LM, que se asocia con una menor cavitación y con 
una mayor preservación axonal. En la rata, la expansión rostro 
caudal de la cavidad, junto con la presencia de moléculas como la 
semaforina-3A, prácticamente ausente en ratón,  genera un ambiente 
menos propicio para la regeneración de los axones dañados (Surey 
et al., 2014). Nuestros resultados muestran que, mientras que en la 
rata la LM induce un aumento en los niveles de expresión de Wnt5a 
a partir de las 24 horas y hasta el final del estudio, en el ratón se 
produce un descenso en los niveles de expresión en todos los 
tiempos post-lesión analizados. Además, en el caso del ratón 
observamos un aumento en la expresión del receptor Ryk a 7 y 14 
dpi, coincidiendo con el momento en el cual la expresión proteica 
del receptor es más fuerte (Liu et al., 2008b). En cuanto al ligando 
Wnt3a comentado anteriormente, mientras que en rata no hemos 
sido capaces de detectar niveles de expresión en ningún caso, en el 
ratón observamos expresión de este ligando en animales no 
lesionados, y un descenso en estos niveles a 3 y 7 dpi. Si atendemos 
a localización de los receptores, mientras que en el ratón ninguno de 
los Fz analizados (Fz1 y Fz4) fueron localizado en axones ni antes ni 
después de la lesión, en el caso de la rata si se observó un marcaje 
punteado para los receptores Fz2 y Fz7 en el parénquima medular 
dañado en los tiempos más tempranos después de la lesión, que 
desapareció a los 14 dpi. Además, la expresión del receptor Fz5 
parece inducirse en los axones presentes en el tejido nervioso 
dañado y en todos los tiempos post-lesión evaluados. En este 
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sentido, cabe destacar la existencia de estudios in vitro que 
demuestran que Fz5 está presente en el cono de crecimiento axonal 
de neuronas hipocampales (Varela-Nallar et al., 2012). Estos 
resultados invitan a continuar investigando para comprender mejor 
la función de esta familia de proteínas en los procesos de 
regeneración axonal, y de este modo poder desarrollar terapias 
eficaces para promover el crecimiento axonal y la recuperación 
motora.  
Participación de la familia de proteínas Wnt en los procesos de 
neurogénesis inducidos por la LM 
 Finalmente, otro evento clave que tiene lugar durante la 
progresión de la LM es la movilización y la diferenciación de 
precursores gliales y células madre multipotenciales presentes en el 
parénquima medular y el canal central de la médula espinal adulta, 
respectivamente (Horner et al., 2002; Barnabe-Heider and Frisen, 
2008; Meletis et al., 2008), aunque recientemente se ha descrito otro 
nicho neurogénico localizado en las leptomeninges de la médula 
espinal (Decimo et al., 2011). Lamentablemente, la médula espinal 
lesionada es una región muy gliogénica, y la mayoría de estas células 
no terminan diferenciándose en neuronas u oligodendrocitos, sino 
que acaban convirtiéndose en astrocitos que contribuyen a la 
formación de la cicatriz glial (Horky et al., 2006; Barnabe-Heider and 
Frisen, 2008). La participación  de la familia de proteínas Wnt en la 
regulación de las células madre en situaciones patológicas se ha 
demostrado en diversos estudios. Por ejemplo, se ha descrito que la 
activación de la vía canónica de Wnts estimula la proliferación de 
células madre neurales de hipocampo de ratón en cultivos 
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sometidos a hipoxia (Cui et al., 2011), y que la administración de 
Wnt3a después de una LM promueve la diferenciación de los 
precursores neurales endógenos en neuronas, junto con una 
reducción de la diferenciación hacia astrocitos (Yin et al., 2008). En 
nuestros estudios en ratas, hemos observado que entre los 7-14 dpi, 
casi todos los receptores Fz detectados en la médula espinal se 
localizaron en células con perfiles muy ramificados presentes en las 
áreas circundantes que rodean el epicentro de la lesión, y debido a 
su morfología y su localización podrían corresponderse con 
precursores gliales descritos en la literatura para estos tiempos en el 
epicentro de la lesión (McTigue et al., 2001; Tan et al., 2005). 
Concretamente, nuestros estudios de doble inmunohistoquímica 
corroboraron que Fz5 es expresado por precursores gliales NG2 
localizados en las zonas dañadas y en todos los tiempos analizados, 
aunque esta expresión fue más evidente a los 7 y 14 dpi. Una vez 
más, nuestros resultados difieren entre los modelos de rata y ratón 
utilizados en la presente tesis doctoral. En los experimentos 
realizados con los ratones transgénicos BATgal, no hemos 
observado variaciones en cuanto a la respuesta de células que 
expresan la β-galactosidasa después del daño. Estas células β-
galactosidasa positivas co-expresan el marcador de progenitores 
Sox9, y se encontraron en asociación con filamentos de células que 
expresan marcadores de glía radial como Vimentina, al igual que 
observamos en los animales no lesionados. En este contexto, aunque 
se ha descrito que la β-catenina está implicada en la proliferación de 
los precursores NG2 asociados a la formación de cicatriz glial 
después de una lesión cerebral traumática en ratones, los mismos 
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autores describen una ausencia total de activación transcripcional de 
la β-catenina después de una LM, lo que podría deberse a las 
variaciones en la respuesta de diferentes regiones del SNC frente al 
mismo tipo de lesión (White et al., 2010). Coincidiendo con la 
literatura (White et al., 2010), no hemos detectado variaciones en el 
patrón de expresión celular de la β-galactosidasa después del daño, 
lo que podría indicar que en estas células no se produce una 
activación de la vía canónica después de una LM. Sin embargo, hay 
que tener en cuenta las limitaciones que presenta este modelo de 
transgénico, que no muestra la activación general de la vía de la β-
catenina, sino sólo aquella activación dependiente de Tcf4 (Maretto 
et al., 2003; Fancy et al., 2009). 
Perspectivas futuras 
 En resumen, los resultados descritos en la presente tesis 
doctoral demuestran la expresión en médula espinal de ratas y 
ratones adultos, tanto a nivel de mRNA como de proteína, de 
diferentes miembros de la familia de proteínas Wnt. Asimismo, 
nuestros resultados confirman la existencia de una regulación 
diferencial en su expresión génica en respuesta a la LM. Pero la 
regulación de esta vía de señalización es extremadamente compleja 
y parece depender en gran medida de numerosos aspectos 
relacionados con el contexto celular o el ambiente tisular. Además, 
los patrones de expresión espacio-temporales de estas proteínas 
difieren entre los estudios realizados en ratas y en ratones. Estas 
diferencias podrían explicarse debido a las variaciones existentes en 
la respuesta neuropatológica que se origina después del trauma 
entre ambas especies. No obstante, tampoco podemos obviar el 
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hecho de que para la realización de estos estudios, se han empleado 
modelos  de LM diferentes.  
 Finalmente, aunque nuestros resultados sugieren la 
implicación de esta familia de proteínas en la regulación de 
numerosos procesos biológicos tanto en condiciones fisiológicas 
como en el contexto de la LM, no nos permiten ser concluyentes 
respecto a las funciones concretas que podrían desempeñar estas 
moléculas en estos importantes procesos. Por lo tanto, estos 
resultados suponen la base para futuros experimentos que exploren 
en profundidad la función o funciones específicas que estas 
proteínas pueden estar desempeñando en médula espinal adulta 
tanto en condiciones fisiológicas como patológicas, y de esta forma 
poder generar el conocimiento esencial que sustente el desarrollo de 
terapias eficaces para el tratamiento de la LM, así como de otras 












1. La familia de proteínas Wnt, junto con la mayoría de sus 
receptores Fz, co-receptores, inhibidores y moduladores 
intracelulares más característicos son expresados 
fisiológicamente en la médula espinal de ratas y ratones 
adultos. 
2. La LM induce un cambio drástico y dependiente del tiempo 
en el patrón de expresión fisiológico del ARNm para la 
mayoría de estas moléculas.  
3. La vía canónica se encuentra activa en la médula espinal 
adulta en condiciones fisiológicas, como podemos observar 
a través de la detección de las formas activas de LRP6 y β-
catenina en la sustancia gris de la médula intacta de ratas 
adultas, o mediante la localización de células β-galactosidasa 
positivas en la médula espinal de ratones adultos 
transgénicos BATgal. 
4. La LM  en la rata conduce a la activación de la vía canónica, 
como podemos deducir del incremento de la forma 
fosforilada activa de Dvl-3 y de la detección de las formas 
activas de LRP6 y β-catenina en células localizadas en la 
sustancia blanca que rodea el epicentro de la lesión. 
5. La expresión espacio-temporal de los receptores Fz a nivel 
proteico también se ve alterada debido a la progresión de la 
LM. 
6. Los receptores Fz1, Fz4 y Fz5 son expresados por diferentes 
tipos celulares en la médula espinal adulta. Fz1 se localizó en 
neuronas y oligodendrocitos, mientras que la expresión de 




ratones adultos. Por otra parte, Fz5 fue detectado en 
neuronas, oligodendrocitos, microglía quiescente, 
precursores gliales NG2 y astrocitos en la médula espinal de 
ratas adultas. 
7. El patrón de expresión celular de Fz5 varía tras la LM 
contusiva, observándose una inducción del receptor en 
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